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RESUMEN 

En el presente trabajo de investigación se han optimizado los parámetros de 

extracción proteica en medio alcalino, usando como materia prima la harina 

deslupinizada y parcialmente desgrasada de tarwi (Lupinus mutabilis), aprovechando 

así el alto contenido proteico de la leguminosa. Para este fin se ha usado la 

metodología de Superficie de Respuestas (SR), bajo el Diseño Compuesto Central 

Rotable (DCCR) para la optimización. 

En la primera etapa de la optimización (Screening) se han determinado que 

son tres los factores más influyentes, el pH (PE), la relación harina: solvente (CH) y 

la temperatura de extracción (TE), posteriormente en la etapa de Escalamiento se 

observó que el efecto curvatura encontrada en la etapa de Screening es muy 

significativa por lo que se pasó directamente a la siguiente etapa. En la etapa de 

optimización se han encontrado las regiones óptimas para cada factor, siendo éstas 

del PE de 8,5 a 1 0,5; CH abarca de 1 :23 y 1 :33, mientras la temperatura de extracción 

(TE) de 36 a 48 °C. Sin embargo se han encontrado los valores óptimos para cada 

factor (PE=9,3; CH=1:28; TE=43 oq con los cuales se ha obtenido un aislado 

proteico rico en proteínas. 

El análisis proximal de la materia prima indica que sobresale el contenido de 

proteínas y lípidos 43,31 y 16,83%, mientras que en la harina deslupinizada y semi­

desgrasada los resultados fueron 49,87 y 3,23% respectivamente. El aislado obtenido 

en base a sus parámetros óptimos mostró el siguiente análisis proximal de humedad, 

grasa, proteína, ceniza, fibra y carbohidratos de 4,87; 0,61; 92,83; 1,48; 0,39 y 1,12% 

respectivamente, siendo evidente el alto contenido de proteínas. Las propiedades 

funcionales básicas del aislado obtenido, tales como la capacidad de absorción de 

agua, capacidad de absorción de aceite y la capacidad espumante fueron 98, 160 y 

78% respectivamente. En cuanto al rendimiento se ha obtenido valores relativamente 

bajos (35%), debidos posiblemente a las condiciones de extracción y recuperación 

proteica. La conclusión a la que se ha llegado es que la optimización de los 

parámetros de extracción alcalina, permite la obtención de un aislado con más de 

92% de proteínas y buenas cualidades funcionales. 
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ABSTRACT 

In this research work have been optimized the parameters of protein 

extraction in alkaline medium, using flour as raw material and partially defatted 

deslupinizada tarwi (Lupinus mutabilis), taking advantage of the high protein 

content of the legume. To this end we have used the Response Surface 

Methodology (SR) under the Central Composite Rotatable Design (DCCR) for 

optimization. 

In the frrst stage of optimization (Screening) have determined that three 

factors are more influential, the pH (PE), the ratio flour: solvent (CH) and the 

extraction temperature (TE), later in the process of scaling was observed that the 

curvature effect found in the screening stage is very significant as it went straight 

to the next stage. In the optimization stage has been found optimal regions for 

each factor, these being the PE of 8.5 to 1 0.5, CH runs from 1:23 and 1 :33, while 

the extraction temperature (TE) of 36 to 48 o C. But you have found the optimal 

values for each factor (PE= 9.3, CH = 1:28; TE= 43 oC) with which we have 

obtained a protein isolate rich in protein. 

Proximate analysis of raw materials indicates that excels in protein and fat 

43.31 and 16.83%, while in the flour and semi-defatted deslupinizada the results 

were 49.87 and 3.23% respectively. The isolate obtained based on optimal 

parameters showed the following proximate analysis ofmoisture, fat, protein, ash, 

fiber and carbohydrates of 4.87, 0.61, 92.83, 1.48, 0.39 and 1.12 % respectively, 

evidencing the high protein content. The basic functional properties ofthe isolate 

obtained, such as water absorption capacity, oil absorption capacity and foaming 

capacity were 98, 160 and 78% respectively. In terms of performance has been 

obtained relatively low values (35%), possibly dueto the conditions of extraction 

and protein recovery. The conclusion reached is that the optimization of alkaline 

extraction parameters, allows obtaining an isolate with more than 92% protein 

and good functional qualities. 
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l. INTRODUCCIÓN 

El tarwi (Lupinus mutabilis), es una leguminosa utilizada como alimentos 

desde los tiempos incaicos, se caracteriza por contener altos porcentajes de 

proteína y grasa, fijar nitrógeno atmosférico en el suelo, tener sabor amargo 

debido al contenido de alcaloides y ser adaptable a diversidades climáticas con 

mínimas exigencias del suelo. 

Sin embargo el uso del tarwi como alimento está en decadencia, 

desconociéndose las potencialidades y posibilidades tecnológicas que ofrece esta 

leguminosa. Esto pese a que en la actualidad existen muchos problemas de 

desnutrición y malnutrición, deficiencia proteica en los alimentos, elevado 

crecimiento demográfico, la escasez y alto costo de las fuentes proteicas de origen 

animal. Esta problemática demanda producir fuentes proteicas de origen vegetal 

que sean económicas y accesibles, una alternativa es la producción de aislado 

proteico a partir de tarwi, para lo cual se requiere conocer los parámetros. 

El objetivo principal de esta investigación fue determinar los niveles 

óptimos de los parámetros de extracción alcalina que permita obtener aislados 

proteicos ricos en proteína, para ello se ha especificado el estudio en determinar 

los niveles de los factores en la que la solubilidad proteica es mayor, evaluando 

los efectos individuales y las interacciones; ubicar las regiones óptimas para cada 

factor que permita solubilizar y recuperar la mayoría de las proteínas; fmalmente 

realizar el análisis químico proximal y evaluar las propiedades funcionales del 

aislado obtenido bajo los parámetros óptimos. 

La metodología consistió en la extracción alcalina de la harina semi­

desgrasada y deslupinizada de tarwi, el cual fue sometida a agitación bajo una 
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temperatura, pH y relación harina: solvente controlados (por cada factor se ha 

evaluado 5 niveles mediante diseño completo al azar), se seleccionó dos niveles 

(puntos en la que la solubilidad proteica fueron mayores) por cada factor para la 

optimización mediante el Diseño Compuesto Central Rotable (DCCR) aplicando 

superficie de respuesta y obtener los puntos óptimos, la producción fmal del 

aislado se realizó en base a los parámetros óptimos, el cual fue sometida a análisis 

proximal y evaluación de sus propiedades funcionales. 

El logro de ésta optimización permite la producción de aislados proteicos 

ricos en proteína, incluyéndose en el mercado un producto con alto valor proteico 

que ayuda a suprimir la desnutrición y la malnutrición en el campo social. En el 

campo tecnológico, los aislados se usan para aclarar el color, mejorar la textura de 

carne deshuesada de aves, para unir piezas intactas de músculos, proporcionar 

textura a las salchichas, mejoran la funcionalidad de pates y la textura de los 

productos de panadería, pastas e incluso en tecnología de quesos, así mismo es un 

insumo potencial para la formulación de alimentos. 

Los antecedentes indican que es posible obtener aislados proteicos a partir 

de leguminosas y cereales, el método más usado es la solubilización alcalina y 

precipitación isoeléctrica, usándose la extracción alcalina a pH comprendido entre 

8 y 12, temperaturas entre 25 y 50 oc y tiempo de agitación entre 20 y 60 

minutos. Los resultados en cuanto al contenido proteico en porcentaje varía entre 

85 a 95% y una digestibilidad de 80 a 90%, esto dependiendo de la materia prima 

y las condiciones del proceso. 
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ll. MARCO TEÓRICO 

2.1. ASPECTOS AGROBOTÁNICOS DEL TARWI 

El tarwi (Lupinus mutabilis) es una leguminosa almidonosa, sus granos se 

utiliza en la alimentación humana, conocido como chocho en el norte de Perú y 

Ecuador, tarwi en el centro del Perú y tauri en el sur del Perú y Bolivia (chuchus 

en Cochabamba, Bolivia). Esta especie es pariente de los lupinos o ahramuces 

originarios del viejo mundo que aún hoy son cuhivados en Europa mediterránea, 

especialmente en España e Italia, pero que tienen un número cromosómico 

diferente. El grano de tarwi es rico en proteínas y grasas, su contenido proteico es 

incluso superior al de la soya y su contenido en grasas y demás componentes es 

similar (Morón, 2005). 

El cultivo del tarwi en la sierra se localiza entre los 2800 a 3900 msnm. 

Correspondiendo aproximadamente el 20 % del área sembrada en la sierra norte 

entre los departamentos de Cajamarca, La libertad y Amazonas; el 41 % de la 

sierra central entre los departamentos de Ancash, Huánuco, y un mínimo 

porcentaje en Junín y el 39 % en la sierra sur, en los departamentos de Cusco, 

Puno y Apurímac (Palacios et al., 2004). 

2.1.1. Descripción botánica 

Las hojas tienen forma alargada, generalmente compuesta por ocho 

folíolos que varían entre ovalados a lanceolados. Se diferencia de otras especies 

de Lupinus en que las hojas tienen menos vellosidades. Referente las semillas de 

tarwi, están incluidas en número variable en una vaina de 5 a 12 cm y varían de 

forma (redonda, ovalada a casi cuadrangular), miden entre 0,5 a 1,5 cm. 
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Un kilogramo tiene 3500 a 5000 semillas, dependiendo del tamaño y el 

peso de las semillas. La variación en tamaño depende tanto de las condiciones de 

crecimiento como del ecotipo o variedad. La semilla está recubierta por un 

tegumento endurecido (Ver figura 01) que puede constituir hasta ellO% del peso 

total (Palacios et al., 2004). Los niveles de floración y partes de la semilla del 

tarwi se muestran en la figura O l. 

Cuadro 01: Clasificación taxonómica del tarwi 

Nombre Común Tarwi, Chocho, tauri 

Nombre Científico Lupinus Mutabilis 

División Espermatofitos 

Clase Dicotiledóneas 

Orden Rosales 

Familia Papiliono ideas 

Género Lupinus 

Especie Lupinus Mutábilis 

Fuente: Palacios et al., (2004). 

Por otro lado, se ha demostrado que el tarwi es una leguminosa que fija 

nitrógeno atmosférico en cantidades apreciables de 100 kglha aproximadamente, 

restituyendo la fertilidad del suelo cultivada (Mujica y Sven, 2006). Usado 

también como abono verde, contribuyendo a mejorar la estructura del suelo e 

incrementando los contenidos de materia orgánica, nitrógeno y fósforo que hacen 

del suelo cultivado rico en nutrientes (Acuña, 2001). 
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Figura 1: A) Niveles de ramificación y floración del lupino blanco. B) Partes de 

la semilla de lupino (Palacios et al., 2004). 
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Los rendimientos del tarwi alcanzan 3200-4800 kg/ha, cuando el cultivo 

es conducido en forma adecuada y se le proporciona todos sus requerimientos en 

forma oportuna. También tiene potencial producción de alcaloides para uso como 

biocidas o repelentes de las principales plagas que afectan los cultivos de la zona 

andina (Acuña, 2001). 

2.1.2. Composición química y valor nutricional 

El grano de tarwi (Lupinus mutabilis) es rico en proteínas y grasas, razón 

por la cual debería ser utilizado en la alimentación humana con mayor frecuencia, 

su contenido proteico es superior al de la soya por lo que son excepcionalmente 

nutritivas. Las proteínas y aceites constituyen más de la mitad de su peso, 

estudios realizados en más de 300 diferentes genotipos muestran que la proteína 

varía de 41- 51% y el aceite de 14-24% (Gross et al., 1988). Existe una 

correlación positiva entre proteínas y alcaloides, mientras que es negativa entre 

proteína y aceite, significa que cuantas más proteínas tenga, mayor será la 

cantidad de alcaloide, esto no ocurre con la grasa (Mujica y Sven, 2006). 

Cuadro 02: Composición química del tarwi, soya y frijol (g/1 OOg) 

-

Componentes 
Tanvi** 

Tarwi Semilla Cotiledón 
(%) 

(88,97%) 

Proteína 44,3 44,87 49,22 

Grasa 16,5 13,91 15,38 

Carbohidrato 28,2 27,12 27,08 

Fibra 7,1 8,58 2,42 

Ceniza .. " .. ,.,~, ..... _ ·- .,3.,:t ----- 5 52 ... --'? · .. --:,·..;-- • 589 ....... ..., .... "···~--'<,.,.~..,-

Humedad 7,7 9,63 9,67 

Fuente: 
Mujica y Sven, (20ó6); Morón, (2ó65). 
** Ortega et al., (2009). 

8 

Tegumento 
(11,03%) 

9,39 
2,20 

27,5 

58,35 

2 55 ._ ..... -.-... -- .)..,._._..,..., ...... ... 

10,79 

Soya 

33,4 
16,4 

35,5 

5,7 

5,5 
.... 

9,2 

Frijol 

22 
1,6 

60,8 
4,3 

3,6 
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Sin embargo algunos estudios determinaron que el contenido de proteínas 

es aun más elevado que los valores mencionado en anteriores citas, obteniéndose 

hasta 47,7 % de proteína en el análisis químico proximal, y también la 

evaluación de la digestibilidad se aproxima a la de la caseína siempre y cuando se 

haya aplicado un proceso de desamargado y un tratamiento tecnológico adecuado 

que no implique pérdida de nutrientes (Schoeneberger y Gross, 1983). 

Ortega et al., (2009), encontraron que las semillas de lupino contienen 

7,35% de nitrógeno total, 55,95% de carbono y 9,83% de hidrógeno. Con base en 

el contenido de cenizas (5,52%) se estima que el contenido de oxígeno equivale a 

21,35%. La fracción fibrosa de la semilla está contenida principalmente en el 

tegumento, representando el 11 ,03 % de la semilla y tiene un alto contenido de 

fibra y carbohidratos, es especialmente rico en celulosa y hemicelulosa, por lo 

que es una alternativa para la alimentación de bovinos. 

2.1.3. Aminoácidos 

Los aminoácidos son sustancias orgánicas que poseen al menos una 

función amínica -NH2 (básico) y una función ácida. La función acida en los 

aminoácidos naturales está siempre constituida por una función carboxílica -

COOH (Badui, 1990). En caso del tarwi la presencia de aminoácidos es de suma 

importancia, puesto que afecta sus propiedades funcionales e influye en la calidad 

proteica, dichos valores se muestran en el cuadro 03. Todas las proteínas están 

básicamente constituidas por aminoácidos, comprendiendo entre los 20 

aminoácidos, sin embargo, algunas proteínas pueden carecer de uno o varios 

aminoácidos. Las diferencias estructurales y funcionales de los miles de proteínas 

se deben a su composición aminoacídica de las mismas. Uno de los principales 
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factores que afectan a las propiedades fisico-químicas, como la estructura, la 

solubilidad, fijación de grasa, etc., de proteínas y péptidos es la hidrofobia de sus 

aminoácidos constitutivos (Fennema, 2000). 

Cuadro 03: Cómputo de aminoácidos de Lupinus mutabilis (variedad semi dulce) 

y Lupinus albus (variedad Astra) (mg de aminoácidos/g de proteína). 

Patrón de 
Composición de Cómputo de 

Aminoácidos aminoácidos * 
aminoácidos aminoácidos(**) 

(mg/gproteínas) 
Lupinus Lupinus Lupinus Lupinus 
mutabilis al bus mutabilis al bus 

Isoleucina 28 40 41 - -
Leucina 66 70 64 - 97 
Lisina 58 57 45 98 78 
Metionina+cistina 25 23 25 92 -
Fenilalanina+tirosina 63 75 93 - -
Treonina 34 37 33 - 97 
Triptófano 11 9 11 82 -
Valina 35 38 37 - -
Histidina 19 - - - -

(*) FAO/OMS, (1985). 
(**) Se indican sólo los aminoácidos limitantes, cómputo en % 
Fuente: Morón, {2005); Tapia et al., (2006). 

Un hecho interesante es que en cada variedad el primer limitante es 

diferente: En Lupinus mutabilis el limitante es triptófano (cómputo 82% ), 

mientras que en Lupinus al bus es la lisina (cómputo 78% ). Es necesario resaltar el 

elevado aporte de aminoácidos azufrados de la semilla de tarwi, en comparación a 

otras leguminosas de Sudamérica (Morón, 2005). En caso de la proteínas aisladas 

de soya los aminoácidos azufrados son generalmente los aminoácidos limitantes 

(De Luna, 2008). 

La presencia de las concentraciones de los aminoácidos azufrados 

(metionina+cisteína) es una característica de ésta leguminosa. Estudios realizados 
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rdemuestr:an rqne :a~ supi:ir 2% rde metiionina :al ,tarw~ se iinc11ementa la iR:e1ación de 

Eficiencia de Pmteina r(PER), [a Utilización Pmteica Neta (UPN) y d V:ator 

Hiol~gico (V!B~ ren ¡¡;atas y <en tnitios (Aya1a, .2006). Sin <embar:go las ¡pFoteínas rde 

los 'ce-r:eales y rde las leguminosas :suelen ser deficientes <en :al menos uno de los 

:aminoácidos 'esenciales, los rcereates tiene lbaja pmpo11ción rde lisiina pe:r:o buena 

pr:opm:ción de metionina, 1en ~caso de la l~guminosas <ocume lo 'contr:ario 

demandando lla rnezda de rce11eales y leguminosas para incFementar la ;calidad 

proteica del pmducto :(Linden y Lorient, 11994). 

üuadt:o 104: E~ahmción lbio!ló,g;ica de la rca'Hdad p:r:oteica de 1tarwi ((Lupinus 

mutab.ilis) re~Fesado 1en %. 

1 
i Producto 

I:arwi 1 
1 

1 

Tarw'i + 0,2% Metionina 1 

Caseína 1 
1 

iPER: !Rdacion de 1eficiencia de pmteína 
iUPN: Utitizacioa pr.oteica neta 
VB: Valor ibiolo;gico 
Fuente.: Ay;a1a, (2006). 

PER 

49.,16 ! 
! 

:87.,2 1 

1 
1 

m o i 
i 

Ratas Niños 

UPN VB VB 

5t,~ 1 51 '9 1 r6J..,3 1 
. 1' 1' 

1 1 

:84,16 1 :89~16 j :84,:8 1 

1 1 

m o ' lOO 
1 

!00 
1 

1 

1 
1 

Al mezclar d tarwi ~con cer.eales se lo,g¡:a una 'e:xicelente ~complementación 

1de :aminoácidos, puesto rque iCada materaa prima íCOnlfiier.e disfinta rcompos'ic'ión y 

pr:opo11cion aminoacídica, por lo que la fetación de reficiencia p11oteica se alter:a 

s~gnificativamente, 'Se destaca 1en particular d ;efecto 1comp1ementaiio de la 1quiinua 

(Mumn, 2005). Este :aspecto :se :apmvecha pata mezclar 1este grupo de :alimentos, 

rde modo 1que :se 1obtiene resultados favota'b1es para lla :aqimentación ihumana ren 

todos los :grupos darios. 

l.ll. 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



Cuadro 05: Efecto complementario de la proteína del tarwi con diferentes 

proteínas vegetales. 

Fuente proteica PER (% caseína) 

Tarwicrudo 37,1 

Tarwi autoclavado 48,2 

Tarwi-quinua (33 :66) 95,2 

Tarwi-avena (50:50) 86,4 

Tarwi-maíz (50:50) 84,8 

Tarwi-arroz (50:50) 83,2 

Tarwi-trigo (33:66) 81,2 

Tarwi-cebada (50:50) 80 

Tarwi-quinua-maíz (33:33:33) 96,8 

Tarwi-maíz-avena (33 :33 :33) 89,2 

Caseína lOO 

Fuente: Tapia et al., (2006). 

2.1.4. Ácidos grasos 

En cuanto a los contenidos de ácidos grasos del tarwi, el cuadro 06 

muestra la composición de ácidos grasos en el aceite de los Lupinus, se destaca la 

presencia de ácidos grasos poliinsaturados como el ácido alfa linolénico (18:3, 

Omega 3), ácido linoléico (18:2, Omega 6) y el oleico (18:1, Omega 9) en 

cantidades significativas (Ayala, 2006). La interpretación por ejemplo del término 

(18:3, Omega 3) se basa en su química, en este caso se presenta el acido alfa 

linolénico de 18 carbonos y 3 dobles enlaces, en la que el primer doble enlace 

está en el carbono 3, por ello el nombre de omega 3. Los omegas 3 y 6 no son 

producidas en el organismo, por lo que se consideran esenciales que se debe 

ingerir en los alimentos (V alenzuela y Nieto, 2003). 
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:Cuadro 06: Composición de 'ácidos grasos del aceite de L. mutabilis amargo y 

semidulce y del L. albus, biov:ar astra (g/100 g). 

Acidos grasos L. mutabilis L. albus 

amargo semi-dulce Biovar astra 
i 

Mirístico '0,·6 :0,3 0,2 ( 

1 

Palmítico :13,4 '9,8 7,2 : 
! 1 

l Palmitoleico 0,2 0,4 '0,4 i 

; Esteárico 5,7 7,:8 1 2,1 i 

Oleico 40,4 53,9 57,3 
l 

Linoieico 3?,1 25,9 21,3 1 

Linolénico 2;9 2,6 :8,2 ' 
; Araquídico 0,2 '0,'6 1,3 
i 

Behénico 0,2 0,5 l., O 
! 

Erúcico 0,'9 -- --
1 

1 

P.olüsaturados/Saturados l 2,0 1,5 2;5 

Fuente: Mujica y Sv.en, {2006); Ayala, {2006). 

El mayor porcentaje rde ·ácidos ;g¡:asos presentes en el lupino ·corresponde a 

los monomsatutados, siendo d ácido roleico e'l más importante. Los v:a}Qres de 

este :ácido graso varían de acuerdo :a la ·especie, ·encontrándose en L. ·albus un 

49%, 'en L. :angustifolius un 31,5% y en L. luteus un 20,3%. En relación a la 

:composición .de :ácidos ;grasos poliinsaturados, la semiila de lupino contiene 

cantidades apreciables de .ácido linoléico, entre un 17,2% en L. albus y un 47,3% 

:en iL. luteus. Además <existen niveles importantes del ·ácido 1inolénicQ, siendo más 

:abundantes en iL .. albus \(9,5%)., las otr:as especies p:rresentan porcentajes menores, 

:aunque bastante superiores a otras leguminosas ((Masson y Mella, 1985; Citado 

por Borquez, 200'8) .. 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



2.1.5. Alcaloides del tarwi 

El contenido de alcaloide del tarwi (Lupinus mutabilis), representa uno de 

los problemas para la obtención y rendimiento de concentrados y aislados 

proteicos, por ello es necesario realizar una buena elección del método de 

desamargado para minimizar las pérdidas de proteínas y demás componentes. 

El grano de tarwi crudo es amargo (alto contenido de lupinina, lupanidina, 

esparteína y otros), por lo tanto es inconsumible, no es apetecido por aves, 

rumiantes ni insectos; por ello para consumir los granos de tarwi, el primer paso 

es el desamargado (Mujica y Sven, 2006). 

Es natural la presencia de alcaloides en el tarwi, son tóxicos y dan un 

sabor amargo a la semilla, es la razón por la que se ha priorizado el desarrollo de 

un proceso de desamargado en muchas investigaciones. Un análisis bastante 

completo de alcaloides de tarwi ha sido realizado por Hatzold (1981), Citado por 

Tapia et al., (2006), el cual muestra gran variedad de alcaloides presentes según 

la variedad estudiado de lupino, destacándose la presencia de lipinina como el 

alcaloide más común. 

El contenido de alcaloides en el tarwi varía de 0,02 a 4,45% y en el follaje 

de 0,1 a 0,4%; los alcaloides reportados son los quinolizidinicos tales como: 

lupina, esparteína, 13- hidroxilupanina, 4-hidroxilupanina, iso lupanina entre 

otros. Entre todos los indicados, los que se representan en mayor proporción son 

las lupininas (27-74%), estos alcaloides quinolizidinicos amargos en la semilla 

del tarwi son sustancias antinutritivas, que hasta el momento han sido mayor 

obstáculo para su utilización en la alimentación humana y animal, se reporta que 
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~as var:iedades :mejor.adas 1denominadas dU'lces tiienen un 1contenido de a1catoides 

menor al l, l16% (Mori ,ef ,al., 2008). 

<Cuadro :0''7:: Nombr.es de aos principales a1caloides dei aupino, formulación 
química y fuente de or¡gen. 

Nombre 
Formula 

Fuentes 
química 

1 Anagir;ina : 1C1sH2oNiO Baptisia .sp., Cytisus sp., Sop'hor.a sp,y Lupinus sp. 
'
1 
Citiisina ; 1C¡sHt4NiO , !Baptisia sp., Cytisus .sp .. , .Sophor.a sp., Lupinus sp. 

:1Lupanina ; C1sH24N20 : Cytisus .sp., !Lupinus sp .. , Posalyria .sp. ! 
· Lupinina 
) 

, CroH19NO ; Anabas.is sp., !Lupinus .sp. 

. Espaneina: ClsH16NO . Ammothamus sp., Baptisia sp., Cytisus sp .. , ' 
·. ; !Lupinus sp., !Retama .sp. 
: : ¡ 

.Fuente: fundación Chile, (!'97-8) Citado por Acuña, (200 i ). 

Mediante ·e1 mejo1:amiento genético :se !han robtenido Jupinos denominados 

dudces, 1que ~conesponden a aqueUos 1en 1que d <contenido de a1calloides :es menor a 

0;05%; los ,tipos amargos pr.esentan de l a 4% de :atca~oides. Los :a'lcatoiides :como 

;grupo :son ,tóxicos, ¡pem mdiv'~idualmente se les ha :encontmdo aplicaciones ·en d 

'Campo de aa veterinaria y ;en la p11epar.ación de insecficidas ¡par.a ii.ISO doméstico y 

:agriíco,a. Caracteriza fundamentalmente al grupo de ~os alcaloides :del .1/upino d 

:ani:llo ~estructma:J :denominado quinoti~idina {Acuña, :]00 1 }. 

:Cuadm 108.: Contenido :de ;ailca:loides :en lupinos dulces y :amm:gos (%).. 

¡, Especie J'ipo !Mínimo Máximo !Promedio 
:1 Lup.inus Lute.us J\maJ'go 0,350 1,550 .0,896 ! 
: ;'{Julce o.rooo 0,090 l<U045 1 

1; i 
1 

!Lupinus Albus IAmar:g.o 10,3:5'0 3,25•0 i,l668 1 1 

Dulce IO,:o<H !(!},061 .0.030 1 

Lupinus A,~gostifotius V\mat:go 0,250 2j05'0 ~,15'() ' 
' 

•· i 
lf]ulce 0,001 ; O,WO ~,!055 1 

: 1 

F1uente: L:aboratorao 1de iB1oingenieria-Univ:ersidad de Ooncepción. Citado ¡por 
\(Acuña, 200~). 
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Además de los alcaloides existen en muchas leguminosas otros 

componentes tóxicos o llamados principios antinutritivos, como los inhibidores 

de proteasas y el ácido prúsico (HCN). Sin embargo, no -se han encontrado 

presentes en cantidades significativas en el tarwi, o son eliminados en el proceso 

de desamargado. Se considera que un contenido de 0,02% de alcaloides 

remanentes después del desamarga4o es el límite que se puede aceptar como 

seguro para el consumo humano sin ningún riesgo. Por otro lado el sentido del 

gusto humano puede identificar una concentración de O, 1% de sabor amargo en la 

semilla, lo que evita el consumo y protege de una posible intoxicación. Las 

cantidades que quedan después del desamargado son eliminadas por heces y 

orina. En diferentes ensayos se ha probado que aún después de un consumo 

prolongado por 4 semanas, no se observaron efectos nocivos en animales de 

experimentación (Tapia et al., 2006). 

Cuadro 09: "Dosis mínima letal (DML) para los alcaloides de lupino 

multolupa sin tratar, 0,07% de alcaloides. 

Grupo Peso corporal (kg) 
DML(m~de Lupino 

alcaloides) diario (kg) 

Adulto 60 18 750 
Niño 24 7,2 300 
Niña 12 3,6 150 

Fuente: Hebbel, (1952). Citado por Acuña, (2001). 

Las plantas sintetizan metabolitos secundarios que usan como defensa 

contra el ataque de plagas y animales, los alcaloides cumplen esa función 

protectora, por otro lado es posible su utilización. con fines más específicos, tales 

como un agente conservador o inhibidor. La acción antifúngica del extracto de 

lupinus mexicanus (Variedad muy similar a luplnus mutabilis) está comprobado, 
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puesto que es capaz de inhibir significativamente el crecimiento micelial de los 

hongos fitopatógenos Sclerotium rolfsii, Rhizoctonia solani y Fusarium 

oxysporum (Zamora, 2007). 

2.1.5.1. Métodos de deslupinización 

Existen varios métodos de deslupinizado, cada una difiere en cuanto a sus 

resultados en base el contenido de alcaloide residua~ para el control del proceso 

de desamargado, se presta sobre todo el método de determinación de los 

alcaloides totales por titulación o por fotometría. Si se requiere la separación de 

los alcaloides, se recomienda la cromatografia, en ocasiones se utiliza acido 

tricloroacético al 5 % para el análisis (Zamora, 2007). Los principales métodos 

aplicados para el desamargado del tarwi son: 

A. Deslupinizado tradicional 

Comprende una extracción con agua, haciéndolo hervir durante una hora 

aproximadamente, colocándolo luego en bolsas de tela permeable y dejándolo en 

agua corriente (río) por hasta 1 O días. Con este método se pierde un 45% de la 

materia seca de las semillas lo que incluye un alto porcentaje de proteína, hidratos 

de carbono y aceite (Tapia et al., 2005). Por otro lado difiere significativamente 

con los métodos propuestos por otros investigadores, quienes afmnan llegar a un 

mejor deslupinizado realizando una selección del grano por tamaño, remojar el 

grano durante un día en agua, cocer el grano en agua durante una hora, colocar en 

un recipiente apropiado (costalillo o canasta) y poner en agua corriente durante 4-

5 días. Para estimar manualmente el contenido de alcaloide se acostumbra probar 

el grano, si ya no es percibido el sabor amargo, es posible suponer que ya está 

listo para ser consumido (Mujica y Sven, 2006). 
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iB. lExt:mcc:ión ¡por medio de .:alcoho1 

Se utiliza metanol, ·etanol ·e isopmpanoi a .rescata de labot:atorio pat:a d 

deslupinizado .. Y :a nivel rde pianta piloto ·se utiliza las mezclas 1etanoi-'agua ([:3) .. 

De los métodos rempieados parca ·este ñn, :se puede 'concifuir ·que el método 

itl:adic~ona1 1de desamal)gado 1con :agua 1es d más diciente 1en 1cuanto :a re1iminación 

·de alcaloides y rel un:ico .que :se aceFca al limite de O,r()i%. El pmbiema rde ia 

!COntaminación del :agua puede :ser ·solucionado ren palte, rdesamar,gando 1en pozas y 

uti:lizando el ~concenttado de :a:lcaloides para baños :sanitarios del :ganado y 

reiabo:r.ación de piojicidas. 

1Cuadro lrO: Evarluación de los métodos pata rel desamargado det~tatwi 

Aspectos Agua Etanol-agua 
Orado de dificultad ~tecnológica 

1 
Bajo . Mediano 

! 

! &ecupet:ación .de sustancias :solubles : Muy •complicado ~· A.Jgo •complicado 1 

1 ' 
1 

¡ rGastos ·de inversión • Bajos 1 . ¡Medianos 1 

r Contaminación 1 Allta 'B. 
; 1 aJa 1 

1 

1 A r ... , ! Escala :reducida 1 (Jt:an escala ,. 
' i p' ICaCIOn 

' '· ' i i IOonsumo humano : Consumo humano 
1 

! 
1 

1 i. Oonteniido de akato1des •en pFoducto ~ 1 

l. 1 
f ¡ pr.ocesado ¡o,02% ¡0,27% i 

iFiUente: ((Baciga'Iupo y ''f:apia .. 20@5). 

P.ara la desiupinización ·es !Fequisito lla !hidratación, la 1CUal) :se inicia de 3 :a .:4 

!horas después de1 r;emojo y se ;tiene ila má~ima :absor.ción de :agua :a ias 2 l lhotas 

mcr.ementiíndose len .2410% d peso iniciaff rde J}a :semiUa, P,osteriormente se ¡procede 

:a aa ICOcción ren ro'lla •de ¡pFesión (Bacigalupo .Y Tapia, 2005). :Se iha ¡pm'bado d 

!tiempo de 'cocción, d uso de :aditivos r•como sal, rceniza ·de ihomo y real, ¡pata 

acelerar d pmceso de desamar:gado, se !ha ~eva!luado :además ia pét:dida ,de 

nutrientes ren rcada uno de aos pmcesos. E:lq)erimenta1mente se rcompm'bó rque rcon 

:a:s 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



dos períodos de cocción de 40 minutos cada uno y con un cambio de agua se 

reduce notablemente el porcentaje de alcaloides. 

En el método llamado "Proceso Cusco", la semilla remojada se somete a 

un proceso de cocción en olla de presión con agua. La pérdida de nutrientes en 

este proceso aún se puede disminuir, sin embargo ya es 50% menor que en el 

proceso tradicional; siendo la pérdida de proteínas 16,8%. La cocción puede 

efectuarse también en hornos sencillos, usando los tallos y ramas de las plantas 

secas de tarwi como combustible (Bacigalupo y Tapia. 2005). 

Cuadro 11: Pérdidas de alcaloides y nutrientes en los diferentes procesos con uso 

de coadyuvantes del "Proceso Cusco", expresados en porcentajes en base seca. 

.··Proceso Hidratación Cocción 1 Cocción 2 Lavado 
Testigo(Solo agua) 

Materia seca 3,56 10,97 18,17 22,97 
Proteína 1,54 9,14 13,82 16,78 
Aceite 1,01 1,84 4,96 11,83 
Alcaloides 13,71 66,14 83,16 99,89 

Con sal 
Materia seca 3,56 12,71 18,75 23,24 
Proteína 1,54 8,89 12,82 17,86 
Aceite 1,01 2,5 4,57 9,78 
Alcaloides 13,71 66,37 84,44 99,94 

Con ceniza 
Materia seca 3,56 12,14 19,38 24,25 
Proteína 1,54 10,25 14,59 18,91 
Aceite 1,01 3,17 3,9 11,31 
Alcaloides 13,71 60,85 80,96 99,81 

Con cal 
Materia seca 3,56 13,83 22,27 28,64 
Proteína 1,54 13,91 20,12 24,73 
Aceite 1,01 4,53 7,26 11,7 
Alcaloides 13,71 72,63 80,36 99,75 

Fuente: Bacigalupo y Tapia. (2005). 
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Evidentemente en el cuadro anterior se aprecia que el proceso de 

desamargado en la que hay menor pérdida de proteína hasta la operación de 

lavado, es el proceso sin uso de coadyuvantes como la sal, ceniza y cal. Además 

de ello se logra menor contenido de alcaloide residual. 

Por otro lado, Mori et al., (2008), desarrollaron otro método de 

desamargado mediante la extracción sólido- líquido utilizando agua a diversos pH 

(4,5 y 7,5, siendo adecuado un pH de 4,5) como solvente en proporciones 

mayores a 1:35 empleando tiempos de remojo mayor de 24 horas. Así mismo, el 

tarwi desamargado obtenido presenta un análisis proximal expresado en base seca 

de: humedad 12,02 %; cenizas 2,,78 %; materia grasa 27;.3 5 %; proteínas 58, 48' %; 

fibra 5,13 %; carbohidratos 10,71 %, alcaloides 0,037%. Con este método se 

reduce significativamente las pérdidas de proteína (44,38% inicialmente y 27,35 

luego del deslupinizado), sin embargo en cuanto a costos del proceso es 

relativamente alto según a la cantidad de lupino a procesar. 

2.2. AISLADO DE PROTEÍNA 

2.2.1. Las proteínas 

A. Definición 

Las proteínas son biomoléculas formadas básicamente por carbono, 

hidrógeno, oxígeno y nitrógeno. Pueden además contener azufre y en algunos 

tipos de proteínas, fósforo, hierro, magnesio y cobre entre otros elementos, Están 

formados por aminoácidos unidos mediante puentes peptídicos. A nivel 

elemental,. las proteínas están compuestas por 50-55% de carbono, 6-7o/Óc de 

hidrogeno, 20-23% de oxigeno, 12-19% de nitrógeno y 0,2-3% de azufre, la 

síntesis de las proteínas tiene lugar en losribosomas. (Fennema, 2000). 
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Las proteínas son moléculas complejas (agregaciones. de los aminoácidos). 

Con la posibilidad de que los 20 aminoácidos diferentes puedan .. ser agrupados en 

cualquier orden para conformar polipéptidos de cientos de aminoácidos, que 

tienen el extraordínario potencial de producir una gran cantidad de variantes en su 

conformación. Los 20 aminoácidos difieren considerablemente en sus 

propiedades fisicoquímicas así como en su polaridad, acidez, basicidad, 

aromaticidad, volumen, flexibilidad conformacional, en su habilidad para realizar 

entrecruzamientos para formar puentes de hidrógeno y reactividad química. Estas 

múltiples características, muchas de las cuales están interrelacionadas, son las 

responsables de la gran variedad de funciones, estructuras y demás características 

de las proteínas (Acuña, 2001). 

LQS aminoácidos son las unidades básicas que forman las proteínas. Su 

denominación responde a la composición química general que presentan, en la 

que un grupo amino (-NH2) y otro carboxilo o ácido (-COOH) se unen a un 

carbono. Las otras dos valencias de ese carbono quedan saturadas con un átomo 

de hidrógeno (-H) y con un grupo químico variable al que generalmente se 

denomina radical (-R), el cual está disponible para que pueda unirse otro 

elementos o grupo químico (Badui, 1990). 

La desnaturalización proteica es la pérdida de la estructura terciaria, por 

romperse los puentes que forman dicha estrnctura. Todas las -proteínas 

desnaturalizadas tienen la misma conformación, muy abierta y con una 

interacción máxima con el disolvente, por lo que una proteína soluble en agua 

cuando se desnaturaliza se hace insoluble en agua y precipita (Fennema, 2000). 
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La desnaturalización se puede producir por cambios de temperatura, 

(huevo cocido o frito), variaciones del p.H, etc. En algunos casos, si las 

condiciones se restablecen, una proteína desnaturalizada puede volver a su 

anterior plegamiento o confonnación, proceso que se denomina renaturalización 

(Luque~ 2009). 

B. Estmdura de las proteínas 

Todas las proteínas poseen una misma estructura química central, que 

consiste en una cadena lineal de aminoácidos. Lo que hace distinta a una proteína 

de otra es la secuencia de aminoácidos de que está hecha, a tal secuencia se 

conoce como estructura primaria de la proteína. La estructura primaria de una 

proteína es determinante en la función que cumplirá después, así las proteínas 

estructurales (como aquellas. que forman los tendones y cartílagos) poseen mayor 

cantidad de aminoácidos rígidos y que establecen enlaces químicos fuertes unos 

con otros para dar dureza a la estructura que forman. 

La estructura de las proteínas, al igual que sus propiedades funcionales 

están en base a su composición aminoacídic~ puesto que cada tipo de aminoácido 

que esté componiendo la estructura proteica, cumplen funciones específicas 

(Luque, 2009). La secuencia de aminoácidos de una cadena polipeptídica 

determina el tipo de interacciones electrónicas que se producirán (tanto entre la 

misma proteína y su entomo) y el grado de libertad de adoptar diferentes 

conformaciones estables a una temperatura fisiológica (Fennema, 2000). Los 

péptidos son un tipo de moléculas formadas por la unión de varios aminoácidos 

mediante enlaces peptídicos, el cual es el enlace covalente entre el grupo amino 

( -NH2) de un aminoácido y el grupo carboXIlo ( -OOH) de otro aminoácido en la 
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que se produce una amida y una molécula de agua, resultando una sustancia 

llamado dipéptido {Murray, 2005). 

B.l. Estructura primaria 

La estructura primaria es una secuencia de aminoácidos de la proteína. 

Nos indica qué aminoácidos componen la cadena polipeptídica y el orden en que 

dichos aminoácidos se encuentran. La función de una proteína depende de su 

secuencia y de la forma que ésta adopte, (Ver figura 2). 

B.l. Estrodun seamdaria 

La estructura secundaria es la disposición de la secuencia de aminoácidos 

en el espacio. Los aminoácidos, a medida que van siendo enlazados durante la 

síntesis de proteínas y gracias a la capacidad de giro de sus enlaces, adquieren una 

disposición espacial estable, permitiendo que exista dos tipos de estructuras 

secundarias (a-hélice y la 13-laminar) los cuales resultan de la unión de cadenas de 

aminoácidos mediante puentes. de hidrogeno, generando una estructura 

tridimensional (Murray, 2005~ Víeir~ 2003). 

B.J. Estructura terciaria 

La estructura terciaria informa sobre la disposición de la estructura 

secundaria de un polipéptido al plegarse sobre sí misma originando una 

conformación globular, la estructura terciaria es la estructura plegada y completa 

en tres dimensiones de cadena polipeptidica (Murray, 2005}. En definitiva, es la 

estructura primaria la que detetmina cuál será la secundaria y por tanto la 

terciaria. Esta conformación globular facilita la solubilidad en agua de las 

proteínas (Fennema, 2000). 
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B.4. Estructura cuaternaria 

Esta estructura resuha de la unión, mediante enlaces débiles (no 

covalentes) de varias cadenas polipeptídicas con estructura terciaria, para formar 

un complejo proteico. Cada una de estas cadenas polipetídicas recibe el nombre 

de protómero (Luque,. 2009). La figura 02 muestra todas las estructuras de las 

proteínas. 

C. Clasificación de las proteínas 

Las proteínas se pueden clasificar atendiendo a diversos criterios, su 

composición química, su estructura y sensibilidad, su solubilidad, etc. Sin 

embargo una clasificación que engloba todos los aspectos es como sigue: 

C. l. Holoproteínas o proteínas simples 

Son proteínas formadas únicamente por aminoácidos, por lo que cuando se 

hidrolizan proporcionan únicamente aminoácidos. 

Globulares: Se caracterizan por doblar sus cadenas en una forma esférica 

apretada o compacta dejando grupos hidrófobos hacía adentro de la proteína y 

grupos hidrófilos hacia afuera, lo que hace que sean solubles en disolventes 

polares como el agua. La mayoría de las enzimas, anticuerpos, algunas hormonas 

y proteínas de transporte, son proteínas globulares (Luque, 2009). 

Fibrosas: Las proteínas fibrosas presentan cadenas polipeptidicas. largas y una 

estructura secundaria atípica, son insolubles en agua y en disoluciones acuosas. 

Se encuentran en las estructuras rigidas de los animales" ejemplo de este tipo de 

proteínas son los colágenos, queratinas y elastinas (Murray, 2005). 
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C.2. Heteroproteínas o proteínas conjugadas 

Las heteroproteínas están formadas por una fracción proteínica y por un 

grupo no proteínico, que se denomina grupo prostético. 

Glucoproteínas: Son moléculas formadas por una fracción glucídica (del 5 al 

40%) y una fracción proteica unidas por enlaces covalentes. Las principales son 

las glucoproteinas de la sangre y de las membranas celulares (Vieira, 2003). 

Lipoproteínas: Son complejos macromoleculares esféricos formados por un 

núcleo que contiene lípidos apolares y una capa externa polar formada por 

fosfolípidos, colesterol libre y proteínas. Su :función principal es transportar 

triglicéridos; colesterol y otros lípidos entre los tejidos a través de la sangre, Se 

clasifican según su densidad (relación de masa y volumen) en lipoprotemas de 

alta, mediana y baja densidad (Luque, 2009). 

Nucleoproteínas: Son proteínas estructuralmente asociadas con un ácido 

nu-cleico (que puede ser ARN o ADN). Su característica fundamental es que 

forman complejos estables con los ácidos nucleicos, a diferencia de otras 

proteínas que sólo se unen a éstos de manera transitoria, como las que intervienen 

en la regulación? smtesis y degradación del ADN (Vieira, 2003). 

Cn>moprotemas: Las cromoproteínas poseen como grupo prostético una 

sustancia coloreada, por lo que reciben también el nombre de pigmentos. Según la 

naturaleza del grupo prostético, pueden ser pigmentos como la hemoglobina 

encargada de transportar el oxígeno en la sangre o como la hemocianina, un 

pigmento respiratorio que contiene cobre y aparece en crustáceos y moluscos 

(Luque,2009). 
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Figura 2: A) Estructuras de las proteínas, B) Estructura de un aminoácido Acuña, 

(200 1 ); Luque, (2009). 
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D. Funcionalidad de las proteínas en alimentos 

Las propiedades funcionales de las proteínas influyen enormemente en las 

cualidades sensoriales de los productos en las cuales se utilizan, en caso de los 

productos horneados influye en las propiedades viscoelásticas, propiedades 

texturales y suculentas en caso de carnes. De igual modo son muchas las 

propiedades que se pueden mejorar con uso de las proteínas, en especial los 

aislados proteicos (Fennema, 2000). En el cuadro siguiente se resume las 

propiedades funcionales que ejercen las proteínas en los sistemas alimenticios. 

Cuadro 12: Papeles funcionales de las proteínas alimentarias en los alimentos 

Funciones Mecanismo Alimento Tipo de proteína 

Solubilidad hidro filia bebidas 
proteínas de suero 
lácteo (lacto albúminas) 

fijación de agua, Sopas, caldos, 
Gelatina 

Viscosidad tamaño y forma aderezos para (Hidrocoloides) 
hidrodinámica ensalada, postres 

Fijación de puentes de hidrogeno, salchichas, 
proteínas del musculo 
(mioglobina), proteínas 

agua hidratación iónica bizcochos y pan 
del huevo (albúminas) 

agrupamiento e 
proteínas musculares, 

Gelificación inmovilización del carnes, quesos, del huevo y proteínas 
agua, formación de bizcochos y geles 

lácteas 
una red tridimensional 
interacciones 

carnes, productos proteínas musculares y 
Elasticidad hidrofóbicas, puentes 

disulfuro horneados de cereales 

adsorción y formación salchichas, sopas, 
proteínas del musculo, 

Emulsión de película en la bizcochos y 
leche y huevos 

interfase aderezos 
batidos 

Formación 
adsorción en la ornamentales, proteínas tácticas y del 

de espumas 
interfase y formación helados, 

huevo 
de película bizcochos y 

postres 

Fijación de interacciones 
productos 
horneados pobres proteínas lácteas, del 

grasa y hidrofóbicas, 
en grasa, huevo y de los cereales 

flavo res atrapamiento 
buñuelos 

Fuente: Fennema, (2000). 
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La solubilidad de una proteína está influenciada por los siguientes 

factores: Su composición en aminoácidos (una proteína rica en aminoácidos 

polares es en general más soluble que una rica en aminoácidos hidrofóbicos); Su 

estructura tridimensional (las proteínas fibrosas son en general menos solubles 

que las globulares) y el entorno de la propia proteína. Los principales factores 

ambientales que influyen en la solubilidad de una proteína son los siguientes: la 

temperatura; la constante dieléctrica del medio, el pH del mismo, y la fuerza 

iónica (F ennema, 2000). 

La representación esquemática de las propiedades funcionales de las 

proteínas se muestra en la siguiente gráfica: 

Hidrodinámicas 

>Adsorción de agua 
>Absorción de agua 
>Hinchamiento 
>Retención de agua 
>Solubilidad 
>Dispersabilidad 

Superficiales 

Texturales y 
reo lógicas 

>Precipitación 
>Floculación 
>Coagulación 
>Gelificación 
> Texturización 

Figura 03: Propiedades funcionales de las proteínas 

>Formación y 
estabilización 
de espuma 
>Formación y 
estabilidad de 
emulsión 
>Fijación de 
aromas 

2.2.2. Importancia del lupino en la producción de proteínas vegetales 

El lupino, tanto por su alta producción por hectárea, como por el alto 

contenido de proteínas, aparece como uno de los mejores proveedores de 

proteínas. En el cuadro 13 se muestra la producción obtenida en un terreno de 
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buena calidad, para diferentes alternativas y los kilos de proteínas por ha-año. 

Este cuadro demuestra la gran cantidad de kilos de proteína que se puede obtener 

de una hectárea de lupino Al bus Acuña, (200 1). 

Cuadro 13: Producción de proteínas por hectárea 

Producto Producción Contenido de Proteínas (kglha-
(kglha) proteínas (%) afio) 

Carne de vacuno 333 (a) 18,7 20,5 
Arroz pulido 2800 (e) 6,4 116 
Leche de vaca 4380 (b) 3,2 140 
Lenteja 600 24 144 
Poroto común 1300 20,6 268 
Trigo 3000 9,3 279 
Arveja de grano 1400 22 308 
Quinua 2000 18 360 
Maíz 3500 10,6 371 
Poroto de soya 1800 38 685 
Lupino Multolupa 4000 44 1760 

(a) Se considera que por cada novillo de SOO kg listo para la matanza se necesitan tres 
unidades de vacuno (UV) para llegar a dicha edad; y cada ha de terreno resiste 2 UV. 
Rendimiento en canal SS% y carne limpia comestible 60% del anterior. 
(b) 2 UV por cada vaca en leche y 2 UV por ha. 12litros de leche por vaca y por día. 
(e) 6S% de extracción. 

Fuente: Junge, (1975), Citado por Acuña, (2001). 

2.2.3. AISLAMIENTO DE PROTEÍNAS 

Se ha empleado aislados proteicos desde hace muchos años, sin embargo 

en los últimos años se está desarrollando el uso de fuentes alternativas de proteína 

de origen vegetal, tales como girasol, colza, garbanzo, lupinus, etc. Dichos 

aislado son usados como insumo en la elaboración de muchos productos en la 

industria de alimentos y la farmacéutica (Villanueva et al., 2001). 

Se considera concentrado proteico aquel cuyo contenido de proteínas es 

mayor al 70%, dicho producto es obtenido por medios fisicos y químicos con la 
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fmalidad de reducir los otros componentes e incrementar la cantidad de proteína, 

con la consiguiente eliminación de los compuesto no proteicos de modo que se 

incrementa el nivel porcentual de las proteínas (Rivera, 2006). 

Por otro lado Badu~ (1990), menciona que el aislado es un producto 

obtenido de la soya que contiene más de 90% de proteínas en base seca, y el 

concentrado es el producto derivado de la soya con un contenido de más de 70% 

de proteínas en base seca. Ambas se obtienen a partir de harina de soya 

desgrasada, a la que se le elimina parte de sus carbohidratos por medio de una 

extracción acuosa 

Las proteínas son solubles en agua cuando adoptan una conformación 

globular. La solubilidad es debida a los radicales (-R) libres de los aminoácidos 

que, al ionizarse, establecen enlaces débiles (puentes de hidrógeno) con las 

moléculas de agua. Así, cuando una proteína se solubiliza queda recubierta de una 

capa de moléculas de agua (capa de solvatación) que impide que se pueda unir a 

otras proteínas lo cual provocaría su precipitación (insolubilización). Esta 

propiedad es la que hace posible la hidratación de los tejidos de los seres vivos. 

Las proteínas representan uno de los componentes principales de los 

alimentos, tanto desde un punto de vista funcional como nutricional. Por ejemplo, 

determinan las propiedades fisicas y organolépticas de muchos alimentos. Así, la 

consistencia y textura de la carne, queso o pan, dependen en gran medida de la 

naturaleza de las proteínas que los constituyen. Pero también, en alimentos 

elaborados con presencia menor de proteínas, pueden jugar un papel muy 

importante, influyendo en características funcionales, como la formación de 

emulsiones, geles, espumas y la absorción de agua o aceite. Además las proteínas 
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también constituyen un aporte nutricional importante, representando una fuente 

de energía, nitrógeno y aminoácidos esenciales (Vioque y Millán 2006, Citado 

por Silva 2006). 

Las proteínas son macronutrientes esenciales para la nutrición humana y 

animal que habitualmente forman parte de los propios alimentos en su forma 

natural. Además de su papel básico en la nutrición, las proteínas poseen 

propiedades fisicoquímicas que otorgan unas propiedades funcionales muy 

específicas al ser adicionadas a ciertos alimentos. Por esta razón el desarrollo 

tecnológico de la industria alimentaria ha recurrido en forma habitual a la 

utilización de productos proteicos con fines funcionales-tecnológicos, 

encaminados a dotar de propiedades fisicoquímicas y organolépticas a los 

alimentos donde son incorporadas (Silva, 2006). 

Cortez et al., (2005), Estudiaron la metodología de extracción de aislado 

proteico a partir de alfalfa (Medicago saliva), concluyendo que en la mayor parte 

de los métodos se obtiene un % de recuperación de proteína de 40% o más. Se 

observa un incremento en la recuperación de proteína por arriba del 90% en los 

concentrados obtenido a partir del jugo de alfalfa y por la aplicación de 

tratamiento térmico y ajuste de pH. Esto se puede relacionar con el tratamiento 

combinado de ambos métodos provocando una mayor precipitación proteica. En 

los métodos en que se obtuvo una recuperación entre 90% y 50%, se pueden 

mejorar aplicando una segunda o tercera extracción. 

Por otro lado, es posible obtener aislado proteico a partir de harinas 

desgrasadas con solvente, en este caso de harina de soya desengrasada con éter de 

petróleo en un equipo Soxhlet. La extracción de las proteínas se realiza con una 
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solución de NaCl 1M (1:10 p/v), ajustando el pH a 7, el cual se somete a 

agitación por 1 hora. Inmediatamente después se somete a una centrifugación 

(5000 rpm/30 min). Esta extracción se realiza tres veces, con la única diferencia 

que en la tercera extracción la relación muestra solución extractora es de 1:5. Se 

juntan los sobrenadantes colectados, se mide el volumen y se diluye a 50%, 

ajustando el pH a 4,5 con HCI O,IN. Se deja en reposo por 12 horas a 4°C y se 

centrifuga a 5000 rpm/30 min. El precipitado es colectado y liofilizado para 

determinar las proteínas por el método de Kjeldalh (Chavarria el al., 2005). 

Santos el al., (1997) fraccionaron las proteínas de dos especies de 

leguminosas del género lupinus (L.mulabilis y L. albus), reportando que las 

proteínas más abundantes de estas leguminosas son las glubulinas (43% y 31,7% 

para las dos especies respectivamente) seguidas de las albuminas (8, 7% y 16,9% ). 

2.2.3.1.Métodos de obtención de aislado proteico 

A. Procedimientos de separación basados en diferencia de solubilidad 

Las proteínas en disolución muestran cambios significativos de su 

solubilidad en función del pH, fuerza iónica, propiedades dieléctricas del 

disolvente y la temperatura. Estas variables que son reflejo del hecho de que las 

proteínas son electrolitos de peso molecular muy grande, pueden utilizarse para 

separar mezclas de proteínas, ya que cada proteína posee una composición en 

aminoácidos característica que determina su comportamiento como electrolito y 

propiedades. 
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A.t. Obtención de aislados a pH alcalino y precipitación isoeléctrica 

Este método consiste en el uso de una base para solubilizar las proteínas, 

comúnmente se utiliza hidróxido de sodio NaOH para la extracción alcalina, 

posteriormente se procede a la precipitación isoeléctrica (Solubilidad mínima de 

las proteínas a pH alrededor de 4,5). Generalmente el procedimiento consiste en 

mezclar harina con agua destilada en relación de 1:1 O, ajustando el pH con NaOH 

0,1N a 9,0. La extracción se realiza agitando la suspensión por 45 minutos a 

temperatura ambiente. Para separar la proteína extraída del residuo, el extracto se 

centrifuga a 1 O 000 rpm. La precipitación de las proteínas aisladas se realiza 

ajustando el pH con HCI O,lN. El aislado proteico precipitado se recupera por 

centrifugación a 1 o 000 rpm (30 min, 4 °C) posteriormente se procede a lavar 

preferentemente dos veces con agua destilada (Ramírez, et al., 2007). 

La solubilidad de la mayor parte de las proteínas globulares se halla 

profundamente influida por el pH del sistema. Por ejemplo la solubilidad de la b­

lactoglobulina, una proteína de la leche se encuentra entre 5,2 y 5,3, 

independientemente de la concentración del cloruro sódico presente. A cada lado 

de este valor critico del pH, la solubilidad experimenta un incremento muy agudo. 

La mayoría de las proteínas globulares muestran un mínimo solubilidad, aunque 

ello depende del pH y del tipo de proteína (Nelson y Cox, 2001). 

Se ha diseñado un proceso de obtención de aislados proteicos a partir de 

harina de colza desengrasada mediante extracciones sucesivas. El método incluye 

la extracción básica de las proteínas solubles seguido de una precipitación acida 

en el punto isoeléctrico. El precipitado es lavado con agua (pH 4,5), etanol y 

acetona, obteniéndose un aislado proteico con un 86% de proteína y reduciéndose 
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el contenido de azúcares solubles en más de un 90% respecto a la harina 

desengrasada. El aislado proteico final tiene una riqueza en proteínas del 86%, 

una digestibilidad in vitro del91,6% y unos valores de absorción de agua y aceite 

que proporcionan un producto deseable para su uso en alimentación, pudiendo 

utilizarse como materia prima para la obtención de hidrolizados proteicos 

(Gon~;alves et al., 1997). 

Partículas pequeñas de harina de soja con elevado índice de solubilidad de 

nitrógeno (NSI) es el material de inicio y se contacta con un medio alcalino a pH 

< 9 para prevenir la hidrólisis de la proteína. El proceso de aislado es efectivo por 

las características solubles de la proteína de soja. Cuando la proteína ha sido 

disuelta, el barro es centrifugado para separar o "aislar'' la proteína de los 

carbohidratos. El licor, conteniendo la fracción proteica, es luego acidificado 

hasta un pH cercano al punto isoeléctrico de 4,3 con ácido clorhídrico, sulfúrico, 

fosfórico o acético, que ocasiona que la proteína precipite. La cuajada ácida es 

centrifugada para separarla del suero, lavada (a pH 4,3) y nuevamente 

centrifugada. La forma más común de aislado, el proteinato de sodio, se forma 

por neutralización de la cuajada con hidróxido de sodio seguido por secado spray 

(Genta y Alvarez, 2006). La Figura siguiente explica el proceso mencionado. 
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harina 
<fe --.f'";:¡::~l 
sOja 
taita 
sotvb,) 
3kg¡ . 

centrifugo 
Jodo · 
($Óiido$y 
lioor) 

NeOH+agua 

sprBy 

_- --~ .....,1k¡¡(2'1fosélidos) 

centrifUga 

'--- • ··:eu··_· ··.t·.· ·_aa é<:ida: ~+------agua CPH = 4/3) 

proteinatode sodio 1 kg (90% dé protetna) 

Figura 04: Proceso de obtención de aislado de soja, Genta y Álvarez, (2006). 

A.2. "Sotubilización y precipitación por satado de las proteínas 

Las sales neutras ejercen efectos pronunciados sobre la solubilidad de las 

proteínas globulares. A baja concentración, las sales incrementan la solubilidad 

de muchas proteínas, fenómeno que recibe el nombre de solubilización por 

salado. Las sales de iones divalentes tales como el MgCh y el (NR.)2S04, son 

mucho más eficaces en la solubilización de las proteínas que las sales de iones 

monovalentes tales como el NaCI, el KCI y el ~CI. Las capacidades de las 

sales neutras para influir en la solubilidad de las proteínas está en función de su 

fuerza iónica que constituye una medida tanto de la concentración como del 

número de las cargas eléctricas existentes en los cationes y aniones aportados por 
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la sal. El efecto de la solubilidad por salado esta causado por cambios de 

tendencia a la ionización de los grupos -R disociables de la proteína. 

Por otra parte a medida que aumenta la fuerza iónica, la solubilidad de una 

proteína comienza a disminuir, a una :fuerza iónica suficientemente elevada, una 

proteína puede ser casi completamente precipitada de su disolución, efecto 

llamado insolubilización por salado. La base fisicoquímica de la insolubilización 

por salado es muy compleja; uno de los factores que concurren en ella es que la 

concentración elevada de la sal puede eliminar el agua de hidratación de las 

moléculas de proteína reduciendo la solubilidad (Nelson y Cox, 2001). 

A.3. Fraccionamiento con disolventes 

La adición de disolventes orgánicos neutros miscibles con el agua, 

particularmente etanol y acetona, disminuye la solubilidad de la mayoría de las 

proteínas globulares en el agua, de tal manera que precipitan de su disolución. El 

estudio cuantitativo de éste efecto muestra que la solubilidad de la proteína a un 

pH y :fuerza iónica determinados está en función de las constantes dieléctricas del 

medio. Puesto que el etanol posee una constante dieléctrica menor que la del 

agua, su adición a una disolución acuosa de proteína incrementa la fuerza de 

atracción entre las cargas opuestas, disminuyendo de este modo el grado de 

ionización de los grupos -R de la proteína. Como resultado las moléculas de 

proteína tienden a agregarse y precipitan. Las mezclas de proteínas pueden 

separarse basándose en las diferencias cuantitativas de su solubilidad en mezclas 

frías de etanol-agua y de acetona-agua. Una desventaja de este método es que al 

poder estos solventes desnaturalizar a las proteínas a temperaturas superiores, las 

temperaturas de trabajo deben mantenerse bajas (Nelson y Cox, 2001). 
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A.4. Extracción con cloruro de sodio y precipitación por micelización 

En este método se utiliza una sal para la solubilización proteica, utilizando 

solución de NaCl 0,8M a pH 7, en una proporción harina: solvente de 1:10. 

Después de la extracción, la suspensión se centrifuga a 10000 rpm durante 30 

min. Para lograr la micelización de las proteínas el extracto proteínico se diluye 

con agua destilada fría {4°C) y posteriormente se precipita a pH 4;5; luego se 

procede a lavar dos veces con agua destilada (Robles y Mora, 2007). 

Cuadro 14: Rendimiento y pureza de aislados de soya obtenidos por diferentes 

métodos. 

Metodo 
Método Estándar (a) 

R 

De~grasado con hexano 58,32 
Desgrasado con etano) 95% 70,83 

R: Rendimiento(% de recuperación de proteína) 
P: PuréZa (%de ptótema en base seca) 
a: Extracción a pll 9,ó y precipitación a pÍÍ 4,5 

p 

90,09 
91;32 

b: Extracción con NaCl 0,8 M. dilución y precipitación a pH 4,5 

Micelización (b) 

R p 

35,09 95,90 
31;20 87,69 

Los aislados obtenidos por los diferentes procesos de desgrasado y 

extracción de proteína muestran perfiles electroforéticos semejantes (Figura 

05). Existe una marcada dismiñucíón eñ la fracción de proteína con peso 

molecular apro:xlmado de 95 kD en los aislados obtenidos tanto por el 

método estáridiu' cómo pót fuiéeliiitcióii a partir de háriiia desgrasada cóii 

etanol al 95%. La mejor combinación de procesos en cuanto a rendimiento 

y pureza fue la del aislado obtenido por método estándar a partir de harina 

desgrasada con etanol al 95%, además el método de micelización da 

rendimientos bajos con cualquiera de los dos métodos de desgrasado 

(Robles y Mora, 2007). 
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Las siguientes imágenes muestran las estructuras obtenidas de microscopia 

electrónico de barrido del asilado ptoteicó de soya obtenido por dos métodos de 

aislamiento. 

HE HM 

BE EM 

Figura 05: Microscopía electrónica de barrido de aislados de soya 
obtenid<>s p<>r diferentes mét<>d<>s (Extracción a.lca.Iina. y pteeipita.ción 
isoeléctrica, extracción por salado y micelización). 

HE: Harina desgrasada con hexano y proteína extraída a pH 9,0 
HM: Harina desgrasada con hexano y proteína extraída con NaCl 0,8M 
EE: Harina desgrasada con etanol y proteina extraida a pH 9,0 
EM: Harina desgrasada con etanol y proteína extraída con NaCl 0,8M 

Fuente: (Robles y Mora; 2007), 
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B. Extracción de compuestos no proteicos mediante el uso de agua 

ajustada al punto isoeléctrico de las proteínas 

Este método, patentado por Sair (1959), Citado por Vioque et al., (2001), 

permite la eliminación de la mayor parte de los compuestos antínutricionales, 

parte de las sales y de los compuestos nitrogenados no proteicos, aunque tambíén 

son solubilizadas una fracción de las proteínas, principalmente albúminas. El 

método consiste en sucesivas extracciones con agua y centrifugaciones para 

separar la materia insoluble del sobrenadante en el que van disueltos los 

compuestos que se quieren eliminar. La extracción acuosa a pH controlado es 

poco desnaturalizante para las proteínas, Jo cual permite mantener las propiedades 

funcionales del producto, aunque algunos compuestos responsables de olores y 

sabores desagradables no son eliminados completamente. 

C •. Extracción de compuestos no proteicos con agua tras tratamiento 

térmico 

Previo a la extracción con agua de los compuestos. no proteicos, se efectúa 

una insolubilización de las proteínas tratando la harina desengrasada con vapor de 

agua a presión atmosférica. El vapor además va a permitir el arrastre de 

componentes volátiles responsables de olores y .sabores desagradables como son 

los ácidos grasos de cadena corta y sus derivados oxidados. Sin embargo, se 

produce tma intensa disminución de las propiedades interfaciales acuoso-oleosas 

y agua-air~ y también de Ia solubilidad_ El calor prolongado también puede dar 

lugar al desarrollo de colores oscuros y sabores amargos como resultado de 

reacciones de Matllard. Las técnicas de extracción son idénticas a las usadas 

anteriormente (Vioque et a/..~2001). 

39 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



»~ Extracción de compuestos no proteicos mediante soluciones 

hidroalcohólicas 

El hexano usado en el desengrasado ni el agua son eficaces en la 

eliminación de ciertos compuestos que pueden ser responsables de malos olores y 

sabores del producto. Entre estos dos disolventes de polaridades tan dispares se 

encuentran las mezclas hidroalcohólicas, que permiten una adecuada extracción 

de compuestos tales como Iípidos polares y sus productos de oxidación. Además, 

las proteínas son generalmente poco solubles en mezclas agua- alcohol sobre todo 

si el alcohol representa más del 40% v/v (en volumen), en este sentido, la 

utilización de mezclas hidroalcohólicas conlleva una disminución de la 

solubilidad de las proteínas respecto a la utilización del agua e incluso del alcohol 

puro (Vioque et al., 2001). 

El etanol es generalmente el alcohol de elección en la preparación de 

concentrados mediante mezclas hidroalcohólicas. La tecnica consiste en extraer a 

contracorriente la harina con mezclas de etanol al 50-70% v/v y secar 

posteriormente el producto. El extracto puede ser destilado, para recuperar el 

alcohol que podría ser reutilizado disminuyendo así los costes. El alcohol es más 

dificil de recuperar por destilación y el secado del concentrado se hace más 

complicado. Por el contrario, con porcentajes muy elevados de etanol la 

extracción de azucares es insuficiente. La príncipal diferencia entre estos métodos 

radica en la marcada insolubilización de las proteínas que se produce e.n estos dos 

últimos procesos. Los menores contenidos en oligosacáridos se consiguen con la 

extracción isoeléctrica, mientras que los porcentajes más bajos en lípidos se 

obtienen extrayendo con mezclas hidroalcohólicas. 
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Sin embargo, las mejoras. más recientes en la preparación de concentrados 

proteicos son las que conciernen a la mejora de sus características organolépticas 

mediante el procedimiento del triple disolvente, consistente en extraer la harina 

con hexano, hexano-etanol y etanol-agua (Vioque et al., 2001). 

2.2.4. PARÁMETROS DE OBTENCIÓN DE AISLADO PROTEICO 

Para cada proceso, existen parámetros que influyen en los resultados del 

proces~ el entendimiento y la buena manipulación de dichos parámetros 

garantizan la idoneidad de los resultados. En este caso, existen varios parámetros 

que gobierna la obtención de los aislados proteicos, sin embargo solo algunas de 

ellas son muy influyentes en los resultados, siendo éstas el pH de extracción, 

relación harina: solvente y temperatura de extracción. Sin embargo también 

influye el tiempo de agitación, número de extracciones entre otros factores. 

Los parámetros adecuados de obtención de aislado proteico de colza 

(Brassica napus), son pH 12, temperatura de 40 6 C y proporción de harina y 

solvente de 1 :20 Pedroche et al., (2004). El aislado muestra tener más de 95% de 

proteínas posterior a su insolubilización a pH 4,3 y operaciones de obtención. Por 

otro lado, es posible la obtención de aislado proteico a partir de amaranto, 

lográndose obtener un producto de hasta 85~5% de proteínas (Avanza et al., 

2000). La obtención de aislado proteico a partir de cacahuate (Arachis hypogaea) 

variedad amayuca se realiza en condiciones similares, con ello se obtiene un 

concentrado con 83,66% (N x 5,46) de proteinas, 23,1'?'/o de proteínas solubles y 

un índice de solubilidad de 27,69% (Duque et al., 2001). 

La .digestibilidad para aislados proteicos de tarwi es de 88;5%, el cual es 

snperior en comparación a la digestibilidad de la harina (76,4%). Este resultado 
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puede explicarse, debido a que el proceso al que se sometió la semilla permite 

desnaturalizar macromoléculas de proteínas, por otro lado, podría deberse a la 

disminución de algunos factores no nutricionales que pudieron estar presentes 

(Jiménez y Dávila, 2006). Sin embargo Del Refugio, (1997), extrajo un 

concentrado proteico de garbanzo con una digestibilidad in vitro de 82,62%. 

A. PH de sol u bilización 

Las proteínas generalmente tiene carga neta negativa, por lo que cuando se 

incrementa el pH, los iones OH- son incorporados al sistema haciendo que la 

carga neta sea aun más negativa, este fenómeno ocasiona que las moléculas de las 

proteínas se repelen y se solubilicen, paralelamente las moléculas de agua son 

incorporados mediante puentes de hidrogeno incrementado la solubilidad. 

La solubilidad de las proteínas de nuez de marañón (Anacardium 

accidenta/e L) por ejemplo, puede ser incrementada por aumento del pH por 

encima de 7,0; no obstante por encima de pH 11, la solubilidad de las proteínas 

no es significativamente afectada. se observa que la solubilidad de las proteínas 

de marañón aumenta cuando se incrementa el pH, alcanzando un máximo a pH 11 

correspondiente a 91,66% (Ventura et al., 2005). 

S 7 9 11 13 

pH 

Figura 06: Influencia del pH en la extracción de proteínas en el nuez de marañón 
Ventura et al., (2005). 
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Los tratamientos alcalinos altos (pH > 9) afectan negativamente a los 

aminoácidos azufrados y a otros esenciales tales como lisina generando lisino­

alanina además de causar desnaturalización e hidrólisis de las proteínas, 

incremento de la reacción de Maillard con el oscurecimiento de las proteínas e 

incremento de la extracción de componentes no proteicos, los cuales coprecipitan 

con las proteínas, bajando así la calidad del aislado proteico. Por estas razones 

técnicas se opta por trabajar en un rango de pH 8,0 - 8,9 que permite obtener una 

cantidad apreciable de proteína (Callisaya y Alvarado, 2009). Sin embargo estos 

valores varían significativamente según la materia prima. 

Los iones W y OH- del agua provocan efectos parecidos, pero además de 

afectar a la envoltura acuosa de las proteínas también afectan a la carga eléctrica 

de los grupos ácidos y básicos de las cadenas laterales de los aminoácidos. Esta 

alteración de la carga superficial de las proteínas elimina las interacciones 

electrostáticas que estabilizan la estructura terciaria y provoca su precipitación. 

La solubilidad de una proteína es mínima en su punto isoeléctrico, ya que su 

carga neta es cero y desaparece cualquier fuerza de repulsión electrostática que 

pudiera dificultar la formación de agregados (Nelson y Cox, 2001). 

B. Temperatura 

En caso de la temperatura, Meyer (1966) citado por Ventura et al., 

(2005), refiere que la solubilidad de las proteínas aumenta cuando la temperatura 

se eleva de O a 50°C. Por encima de 50°C el movimiento de las moléculas es 

suficiente para romper los enlaces implicados en la estabilización de las 

estructuras secundarias y terciarias. 
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o 10 20 30 40 50 60 70 

Temperatura de extracción (°C) 

Figura 07: Influencia de la temperatura en la extracción de proteínas en el nuez 

de marañón. 

Fuente: Ventura el al., 2005. 

Las proteínas entran en disolución, cuando se calientan por encima de una 

determinada temperatura crítica, manifiestan importantes cambios estructurales y 

cuando posteriormente se enfrían producen un gel viscoso y blando y coágulos 

opacos o geles viscoelásticos claros, dependiendo del tipo de proteína y 

aminoácidos que lo conforman, de la velocidad de calentamiento y de las 

condiciones del medio acuoso, especialmente del pH y de la presencia de iones 

Ca++ (Rodríguez el al., 2002) 

Cheftel el al., (1989), menciona que la desnaturalización va seguida, 

frecuentemente de una agregación y la solubilización de la proteína 

desnaturalizada llega a ser inferior a la de la proteína natural. En caso de nuez de 

marañón (Anacardium occidenlale L), se puede apreciar que la máxima 

extracción de proteínas de nuez de marañón (84,22%) es a 50°C, y el mayor 

volumen recuperado se manifiesta a 40°C. Este resultado difiere del reportado por 

Sathe (1994) citado por Ventura el al., (2005), quien con harina desengrasada de 

la nuez de marañón obtuvo una mayor extracción de proteínas a 25°C. Esto 
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posiblemente se deba al contenido grasa que pudieran formar emulsiones con las 

protemas presentes, por lo que el calentamiento origina la desnaturalización de las 

proteÚlas con la consiguiente ruptura de la emulsión, facilitando por tanto la 

extracción de estas protemas. 

Las etapas iniciales de la coagulación por el calor de una disolución 

acuosa de protema son: (a) la disociación reversible de la estructura cuaternaria 

en sub-unidades y (b) la desnaturalización irreversible de las estructuras 

secundarias y terciarias (Rodríguez el al., 2002). 

Cuando la temperatura es elevada aumenta la energía cinética de las 

moléculas con lo que se desorganiza la envoltura acuosa de las proteínas, y se 

desnaturalizan. Asimismo, un aumento de la temperatura destruye las 

interacciones débiles y desorganiza la estructura de la protema, de forma que el 

interior hidrofóbico interacciona con el medio acuoso y se produce la agregación 

y precipitación de la protema desnaturalizada (Nelson y Cox, 2001). 

· C. Relación harina: solvente 

La cantidad de harina a solubilizar en el sistema harina y solvente, influye 

significativamente en la composición y cantidad porcentual de la protema 

recuperada en la precipitación isoeléctrica, sin embargo el solvente (solución 

extraente que es ajustada a pH de extracción) debe ser adecuada para que no se 

sature los componentes solubilizados, lo que indica que es de vital importancia 

determinar la relación apropiada para que sea adecuado entre la cantidad de 

disolvente y la cantidad de protemas a solubilizar. 
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Las relaciones harina: solvente para la extracción de proteínas de nuez de 

marañón (Anacardium occidentale L) se muestran a continuación, los resultados 

muestran que es significativo las proporciones a considerar, por lo que niveles 

próximos a l: 15 resultan siendo adecuadas (V entura et al., 2005). Sin embargo en 

las relaciones usadas en la harina de soya es de 1: 1 O con Ja que se obtiene 

aislados con alta concentración proteica (Ramírez, et al., 2007). 

1:15 1:20 1:25 1:30 1:35 

Relación harina: solvente (p/v) 

Figura 08: Influencia de la relación harina: solvente en el porcentaje de proteínas 

extraídas en nuez de marañón. 

Fuente: Ventura et al., (2005). 

D. Efecto de la polaridad del disolvente 

La polaridad (hidrofobicidad frente a un soluto) del disolvente disminuye 

cuando se Je añaden sustancias menos polares que el agua como el etanol o la 

acetona. Con ello disminuye el grado de hidratación de los grupos iónicos 

superficiales de la molécula proteica, provocando la agregación y precipitación. 

Los disolventes orgánicos interaccionan con el interior hidrofóbico de las 

proteínas y desorganizan la estructura terciaria, provocando su desnaturalización 

y precipitación. La acción de los detergentes es similar a la de los disolventes 

orgánicos (Nelson y Cox, 2001). 
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E. Fuerza iónica 

Un aumento de la fuerza iónica del medio (por adición de sulfato 

amónico, urea o hidrocloruro de guanidinio, por ejemplo) también provoca una 

disminución en el grado de hidratación de los grupos iónicos superficiales de la 

proteína, ya que estos solutos compiten por el agua y rompen los puentes de 

hidrógeno o las interacciones electrostáticas, de forma que las moléculas proteicas 

se agregan y precipitan. En muchos casos, la precipitación provocada por el 

aumento de la fuerza iónica es reversible. Mediante una simple diálisis se puede 

eliminar el exceso de soluto y recuperar tanto la estructura como la función 

original. A veces es una disminución en la fuerza iónica la que provoca la 

precipitación. Así, las proteínas que se disuelven en medios salinos pueden 

desnaturalizarse al dializarlas frente a agua destilada, y se renaturalizan cuando se 

restaura la fuerza iónica original (Nelson y Cox, 2001). 

F. Recuperación de las proteínas por precipitación 

En cuanto a la recuperación de la proteína solubilizada mediante la 

precipitación isoélectrica, indica que el pH influye significativamente en la 

recuperación de las proteínas. Estadísticamente se indica que el pH de mínima 

solubilidad proteica es 4,5, no existiendo diferencias significativas a pH 4, 7 que 

correspondería al punto isoeléctrico aparente de la mayoría de las proteínas. Al 

respecto, Sathe (1994) citado por Ventura el al., (2005) determinó que el pH de 

mínima solubilidad de las proteínas de nuez de marañón es 5, sin embargo este 

valor varía de acuerdo a tipo de producto. 
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1 2 3 

l 
4 

pH 

S 6 

Figura 09: Influencia del pH en la precipitación isoeléctrica para la recuperación 

del aislado proteico de nuez de marañón. 

Fuente: Ventura et al., (2005). 

Fennema (2000), indica que el mínimo de solubilidad en las proximidades 

del punto isoeléctrico se debe fundamentalmente a la ausencia de repulsión 

electrostática entre las proteínas, lo que promueve la agregación y precipitación 

vía interacciones hidrofóbicas. La acidificación del extracto proteico al pi (Punto 

isoeléctrica) aparente precipita la mayor :fracción proteica, pudiéndose perder en 

el líquido sobrenadante algunas proteínas tipo albúmina ricas en azufre que son 

solubles en el punto isoeléctrico (Ventura et al., 2005). 

Por otro lado, en caso del arroz, se determina que efectivamente la 

solubilización de la proteína se debe llevar a cabo en un pH alcalino, siendo el pH 

en este caso de 12, y la recuperación de la proteína por precipitación acida es a 

pH 6. Esto puede deberse a las diferencias en la composición de la materia prima 

del que se extrae el aislado proteico (Pinciroli et al., 2006). Del mismo modo, 

Cornejo, et al., (2001) obtuvieron un aislado proteico a parir de ajonjolí 

(Sesamum indicum ), obteniendo un 80% de proteína en el concentrado proteico, 
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el cual fue recuperada a un pH de 6. Sin embargo se demuestra que mediante 

procesos que implica tratamientos enzimáticos, se obtiene aislados proteicos 

provenientes de salvado de arroz de hasta 92% de proteínas (Wang et al., 1999). 

En caso de la soya, el aislado de proteína se produce con la extracción 

alcalina de la harina, a un rango de pH de 8 a 9. Los polisacáridos insolubles en 

agua y proteínas residuales son separados por tamizado, filtración o 

centrifugación. El extracto acuoso se acidifica a pH 4,5 con una disolución ácida, 

lo cual provoca la precipitación de las proteínas en su punto isoeléctrico. Este 

"cuajo" de proteínas se filtra o se centrifuga, se lava con agua en abundancia y se 

seca por aspersión para obtener la forma isoeléctrica de la proteína, que es 

insoluble en agua y prácticamente no tiene propiedades funcionales. Es más 

común redisolver el "cuajo", neutralizando a un pH de 7,0; para obtener una 

disolución concentrada de proteinatos de sodio. Posteriormente, esta disolución es 

secada por aspersión, para producir una forma proteica fácilmente dispersable en 

agua (Liu, 1999, Miller et al., 2001), Citado por (Munive, 2009). 

2.2.5. Aplicaciones de aislados proteicos 

Las proteínas de origen vegetal, principalmente por su menor costo de 

producción comparado con la proteína de origen animal, constituye, en forma de 

hidrolizado un excelente sustituto de esta última, como saborizantes de sopas, 

salsas, caldos, etc. Es preciso destacar que entre la composición de los extractos 

acuosos de carne y de los hidrolizados de proteína vegetal hay una gran similitud. 

La carne tiene una cierta cantidad de aminoácidos libres, de bajo peso molecular, 

todos ellos solubles en agua, similares a los formados por hidrólisis ácida de 

proteínas vegetales (Acuña, 2001) 
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Actualmente los aislados proteicos más extendidos son los de soja, ya que 

ofrecen ventajas económicas, nutricionales y funcionales manteniendo las 

cualidades sensoriales deseables necesarias para la aceptación por el consumidor. 

La mayoría de las aplicaciones tienen lugar en alimentos tradicionales que ya 

tienen establecidos una serie de parámetros de utilización y calidad. Para tener 

éxito en estos productos, los aislados deben mantener esta calidad, esto quiere 

decir igual o similar color, sabor, aroma, textura y composición química y 

nutricional, estos requerimientos exigidos por el consumidor determinan el grado 

de sustitución proteica. 

La mejora de la nutrición es la razón primera para el uso de los aislados en 

carnes magras, fórmulas infantiles, bebidas nutritivas para adultos y suplementos 

proteicos. Así, en productos de carne magra proporcionan beneficios a personas 

con un alto nivel de colesterol y triglicéridos en sangre, ya que, además de 

disminuir el contenido en grasas del producto, las proteínas vegetales tienen 

efectos beneficiosos en la reducción de los niveles de colesterol (Sautier et al., 

1986 citado por Vioque et al., 2001). Las fórmulas infantiles basadas en los 

aislados se elaboran para proporcionar una nutrición completa y las calorías 

especificadas a los niños alérgicos o que no pueden tomar leche de vaca, así como 

al resto de los niños. Las principales ventajas en las bebidas nutritivas para 

adultos son la flexibilidad de formulación y los efectos hipolipidémicos. Pero en 

cualquier caso, igual que con los alimentos tradicionales, los beneficios nutritivos 

tienen que ir acompañados con una calidad funcional adecuada para que sean 

aceptados por el consumidor. 
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La disponibilidad en grandes cantidades de fuentes proteicas vegetales 

como la harina desengrasada de oleaginosas, junto con la tendencia a reducir la 

ingesta de proteínas animales, hace que en los últimos años se esté produciendo 

un gran desarrollo en Jos procesos de extracción y mejora de estas proteínas 

vegetales para su uso en alimentación humana (Vioque et al., 2001). En este 

sentido, en los próximos años se va a producir un incremento en la disponibilidad 

de nuevas fuentes proteicas vegetales y en la transformación de estas para su 
. 

aplicación con fines alimenticios muy concretos conformes a las demandas del 

mercado en alimentación especializada (infantil o tratamiento clínico), del mismo 

modo es factible su uso en la tecnología de lácticos, cárnicos y panadería con la 

finalidad de proporcionar o mejorar las cualidades funcionales y también reducir 

los costos (Mondor et al., 2004). 

Aislados prote,icos Concentrados proteicos 

~ 
':::> For~mulación de aUmentos 

r/ 
Panificación 

" 
Lácticos 

~ 

Carnes 

1 
* M:odificar su calidad funcional 

* Disminuir costos 

Figura 10: Usos de los concentrados y aislados proteicos 

Fuente: (Mondor et al., 2004). 
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m. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1. TIEMPO Y ESPACIO 

El presente trabajo de investigación se realizó en los laboratorios de 

Química, Operaciones unitarias y Microbiología de la Escuela Académico 

Profesional de Ingeniería Agroindustrial de la Universidad Nacional 

Micaela Bastidas de Apurímac, realizadas entre los meses de marzo y octubre del 

2010. Por otro lado se han realizado análisis proximales de la harina de tarwi, 

soluciones muestreadas de la extracción alcalina y el aislado proteico final en los 

laboratorios de la Facultad de Ciencias Químicas, Físicas y Matemáticas de la 

Universidad Nacional San Antonio Abad de Cusco. 

3.2.MATERIA PRIMA 

Las muestras de tarwi (Lupinus mutabilis), utilizadas para la investigación 

fueron recolectadas del centro poblado de Chaupiorcco del distrito de Santa María 

de Chicmo de la provincia de Andahuaylas, las cuales fueron obtenidas bajo el 

criterio de muestreo al azar de cultivos realizados en la fecha cronológica de 

siembra (octubre, noviembre), permitiendo que la muestra sea homogéneo en 

cuanto a sus características fisicoquímicas. La variedad muestreada es el lupino 

blanco (Tarwi blanco) por tener bajo contenido en alcaloide, tal como afirma 

Acuña, (200 1 ). 
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3.3. MATERIALES Y REACTIVOS 

3.3.1. Materiales y utensilios 

> Termómetro con rango de medición -10 oc hasta 150 °C 

)- Vasos precipitados de 50; 100; 250 y 1000 mL 

)- Placas petri 

)- Pipetas graduadas de 2 y 5 y 1 O ml 

)- Probetas volumétricas de 10; 50 y 100 mL 

)- Matraces Erlenmeyer de 150; 250 y 500 mL 

)- Fiolas de 50; 250 y 500 mi. 

)- Matraces de Kitasato de 1000 mL 

)- Baguetas, pinzas 

)- Crisoles de calcinación 

)- Desecador de muestras 

> Balones de Kjeldahl de 100 mL 

> Embudos de vidrio de vástago largo 

> Embudo Buchner 

> Tubos de ensayo de 5 y 1 O mL 

> Pendones cónicos de 15 mL (tubos para centrífuga) 

> Recipientes de almacenamiento (tinas) 

> Ollas de acero inoxidable 

> Jarra de 2 litros 

3.3.2. Reactivos 

> Ácido sulfiírico (H2S04) p.a 

> Sulfato cúprico pentahidratado (CuS04.5HzO) p.a 

> Sulfato de potasio (K2S04) p.a 

53 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



)¡¡> Hidróxido de sodio (NaOH) p.a 

)¡¡> Indicador fenoftaleina (C20H14Ü4) p.a 

)¡¡> Indicador rojo de metilo 

)¡¡> Solución de Ácido sulfúrico O, l N 

)¡¡> Solución Acido clorhídrico O, l N 

)¡¡> Solución Hidróxido de sodio O, 1 N 

)¡¡> Etanol 

» Agua destilada 

3.3.3. Equipos 

> Kjeldahl, marca: Velp Scientifica, modelo: UDK126D 

» Mufla, marca: Barnstead Thermolyne, modelo: FB 141 OM, rango de 

temperatura de O - 1100 oc 

> Estufa, marca: Memmert, modelo: 200-800, rango de 30 -250 oc 

» Balanza analítica, marca Ohaus, con sensibilidad de 0,000 l g. 

» Potenciómetro, marca: SCHOTT, modelo: Postfach 2480.D 

;¡... Bureta semiautomática 

)¡¡> Bomba de filtración al vacío 

)¡¡> Balanza eléctrica capacidad de 200 g 

;¡... Baño maría marca PRECISDIG 

;¡... Centrifuga, marca L W SCIENTIFIC 

3.3.4. Maquinarias 

> Molino de martillo, Dynamic; capacidad: 500 kg/h; velocidad: 3700 rpm; 

potencia: 8,5 hp 
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3.4. MÉTODOS DE ANÁLISIS 

La determinación de los componentes de la materia prima, se realizaron en 

base a las normas AOAC 1998 16th edition 4th revisión (Asociación de análisis 

químico), en algunos casos se han realizado algunas modificaciones según lo 

requerido. En las cuales se mencionan los procedimientos a seguir según el 

componente a ser determinado. Para más detalles véase el Apéndice I (métodos 

de análisis). 

A. Determinación de humedad 

Método de la AOAC. 925.10, basada en la pérdida de peso que sufre la muestra 

por calentamiento hasta obtener peso constante. 

La fórmula para el cálculo es: 

En laque: 

(M-m)lOO 
Humedad(%)= M 

M = Peso inicial en gramos de la muestra. 

m =Peso en gramos del producto seco. 

B. Determinación de Grasa 

Método de la AOAC. 945.16, Extracción de la grasa con un solvente orgánico 

(Éter de petróleo) en un equipo Soxhlet. 

En la que: 

100 * (P1 - Pz) 
%G=---p---

P1 =Peso en gramos del matraz con el extracto etéreo. 

P2 =Peso en gramos del matraz vacío. 

P = Peso en gramos de la muestra empleada. 
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C. Determinación de proteínas 

La metodología empleada fue el método indirecto, El cual consiste en la 

destrucción orgánica por acción del acido sulfúrico, obteniéndose como resultado 

sulfato de amonio, el cual después es destilado a amoniaco. Los cálculos se 

realizan en base a un patrón (muestra en blanco) y se cuantifica la diferencia 

gastada de titulante en la muestra (Referencia método AOAC. 960.52- Micro-

KjeldahJ). La fórmula utilizada fue: 

(Gb- G).N.0,014.f.100 
%P = ----------

m 

Donde: Gb: Gasto en la muestra en blanco 

G: Gasto en la muestra analizada 

f: Factor de conversión (6,25) 

N: Normalidad del hidróxido de titulación 

D. Determinación de ceniza 

Método de la AOAC 923.03, incineración de la muestra a 600 oc para quemar 

todo el material orgánico, al material inorgánico no destruido se le llama ceniza. 

100 * (Pt- Pz) 
%C=---p---

En la que: 

P = Peso en g de la cápsula con la muestra. 

P1 =Peso en g de la cápsula con las cenizas. 

P2 =Peso en g de la cápsula vacía. 

E. Determinación de fibra 

Se aplico el método de la AOAC. 962.09, consistente en la determinación del 

remanente luego de la eliminación de los carbohidratos solubles por hidrólisis a 
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compuestos más simples (azucares) mediante la acción de los ácidos y álcalis 

débiles en caliente. 

Siendo: 

100 * (Pt :-- Pz) 
%F=-----­

P 

P= Peso inicial de la muestra. 

P1 =Peso del crisol conteniendo la muestra desecada. 

P2 =Peso del crisol conteniendo la muestra calcinada. 

F. Determinación de Carbohidratos 

La determinación de carbohidratos (C) fue obtenida por diferencia entre los 

demás componentes mediante la siguiente fórmula: 

C=IOO-(Proteína + Grasa +Ceniza +Fibra +Agua), todos los componentes 

expresados en%. Sin embargo cabe recomendar el uso de métodos analíticos para 

su cuantificación. 

3.5. DESLUPINIZACIÓN Y OBTENCIÓN DE HARINA 

3.5.1. Deslupinización 

Uno de los principales problemas que afronta el consumo del tarwi es la 

presencia de alcaloides que le da ese sabor amargo. Los alcaloides pueden ser 

tóxicos cuando es ingerido en exceso, por ello es de vital importancia realizar un 

desamargado para eliminar éstos componentes (Tapia et al., 2006). 

La eliminación de estas sustancias es de vital importancia, pues caso 

contrario el producto que se pretende obtener tendría contenidos de alcaloide, el 

cual es considerado toxico a niveles altos para consumo humano. El método 
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empleado para esta operación fue los procedimientos de deslupinizado propuestos 

por Mujica y Sven, (2006). Consistente en la aplicación del método denominado 

"Cusco Mejorado" con modificaciones mínimas, con este método se logra las 

menores perdidas de proteína. El diagrama de flujo comprende las siguientes 

operaciones: 

Materia Prima --.[ Remojo H Cocción H Lavado-Extracción 

1 día 1 hora en ebullición 5 días en agua 

Figura 11: Diagrama de flujo de deslupinizado del tarwi. 

3.5.1.1. Descripción del proceso de deslupinizado 

Remojo: El tarwi muestreado, se procedió a remojar en agua por un periodo de 1 

día, con la fmalidad de ablandar la estructura del grano y facilitar la transferencia 

de calor en la cocción. 

Cocción: En esta parte los granos de tarwi fueron sometidos a ebullición, por un 

periodo de tiempo de 1 hora (60 minutos), tal como se recomienda. Esta 

operación permite la ruptura de las estructuras facilitando la difusión de los 

alcaloides por la desnaturalización parcial de las proteínas (rotura de las 

estructuras complejas de la proteína) a las que están unidas. 

Lavado: Una vez ya coccionado los granos de tarwi se procedió a lavarlos en un 

tanque con sustituciones sucesivas de agua, esto fue realizado por un periodo de 5 

días, esto en función al amargor. 

3.5.2. Secado 

Comprende la deshidratación del tarwi desamargado, para su posterior 

transformación en harina, la cual es la materia prima para la extracción de las 
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proteínas en medio alcalino. La deshidratación se realizó en un secador de 

bandejas hasta una humedad próximo al 10% que permita la obtención de harina. 

3.5.3. Molienda 

Posteriormente se procedió a la molienda, utilizando un molino de 

martillos, cuya fmalidad es facilitar el proceso de extracción proteica y separación 

de componentes no proteicos, por tanto incrementar el contenido de proteínas. La 

harina obtenida ingresó posteriormente a la etapa de desgrasado. 

3.5.4. Desgrasado 

Para la extracción alcalina es necesario que el producto a solubilizar tenga 

bajo contenido de grasas, motivo por el cual esta etapa comprende el desgrasado. 

La operación inició inmediatamente una vez desamargado, secado y realizado la 

molienda, la harina se disolvió con una solución de etanol al 95% en una relación 

de harina: solución de 1:3 con tres extracciones consecutivos durante 5 horas cada 

una, fmalmente la harina semi-desgrasada se volvió a moler según sea necesario. 

Aun que es recomendable utilizar una prensa para extraer el aceite del tarwi 

inmediatamente después del desamargado, con la finalidad de reducir costos y 

posibles alteraciones químicas. 

3.5.5. Análisis proximal de la harina de tarwi 

El análisis proximal, se ha realizado según los métodos de la AOAC, tal 

como se ha realizado en el análisis proximal de la materia prima (Ver el punto de 

métodos de análisis 3.4). 
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3.6. OPTIMIZACIÓN DE LA EXTRACIÓN ALCALINA 

La optimización consta de tres etapas, los cuales comprende el Screening 

(eliminación de las variables poco significativas), escalamiento (consistente en el 

acercamiento hacia la región optima) y finalmente la optimización final 

(obtención de la región óptima y los puntos óptimos), (Ayala y Pardo, 1995). 

Una de las técnicas más eficientes para la optimización de procesos es la 

Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR), la cual tiene como objetivo 

principal determinar las condiciones de operación óptima para un sistema, o 

determinar la región del espacio de los factores en la que se satisfacen las 

condiciones de operación (Dreyer, Coello y Montiel, 2000). Para este fm se siguió 

los procedimientos de optimización. 

3.6.1. SCREENING 

El criterio de optimización usado fue maximizar el porcentaje de proteínas 

en la etapa de extracción alcalina. En esta etapa se identificaron las variables que 

son significativas en la solubilidad proteica y el tenor proteico del aislado 

proteico, para luego seleccionar dos niveles por cada factor y someter a 

optimización mediante superficie de respuestas (Diseño compuesto central). 

Se ha priorizado el estudio de los efectos individuales de los factores 

estudiados bajo el diseño completo al azar, se evaluó varios niveles por cada 

factor con las que se busca comprender su comportamiento para posteriormente 

evaluar las interacciones mediante un diseño factorial. El método aplicado fue tal 

como propone Guerreo (1986), Citado por Ventura el al., (2005). Dichas 

operaciones se muestran en el diagrama de flujo de la figura 12. La determinación 
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la proteína solubilizada en base a los parámetros evaluados, se ha realizado en 

base a la metodología de la AOAC. 960.52, Micro- Kjeldahl. 

pH de extracción (PE): Debido a que la solubilización de proteínas es 

superior a pH alcalino (Linden y Lorient, 1996), se ajustó el pH de la solución 

según lo recomendado por Guerrero (1989) a valores de 3, 5, 1, 9 y 11 con HCl 

0,1N y NaOH O,lN según lo requerido. Se mantuvieron constantes la relación 

harina: solvente (1:20); temperatura 50 oc (Cheftel et al., 1989), para ello se ha 

empleado un equipo de baño maría y se agitó continuamente la solución durante 

30 minutos, según lo recomendado por Mustakas y Sohns (1976), quienes señalan 

que en este intervalo de tiempo el nitrógeno extraído aumenta constantemente. 

Luego la solución se centrifugó a 4000 rpm durante 20 min, el nitrógeno 

solubilizado fue determinado por el método micro-Kjeldahl, tomando alícuotas de 

2 mL del sobrenadante (por triplicado). Se elaboró una curva con los datos 

obtenidos, relacionando la cantidad de nitrógeno extraído, expresado como% de 

solubilidad en función del pH. El pH que permitió la mayor solubilidad de 

proteínas se uso para el proceso de optimización, sin embargo el uso de altos pHs 

pueden afectar las propiedades funcionales de las proteínas, incluso la estructura 

misma imposibilitando la renaturalización proteica (Linden y Lorient, 1996). 

Relación harina y solvente (CH): Se trabajó con el pH definido en la 

sección anterior (pH=9), temperatura de 50°C y un tiempo de extracción de 30 

min. Las relaciones harina: solvente analizadas fueron: 1:15, 1 :20, l :25, l :30 y 

1:35 según lo recomendado por Guerrero (1989); Ventura et al., (2005). 

Temperatura de extracción (TE): Para determinar el efecto de la 

temperatura sobre la cantidad de proteína extraída, se trabajó según lo 
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recomendado por Guerrero (1989); Ventura et al., (2005), con temperaturas de 

20, 30, 40, 50 y 60 °C, manteniéndose constante el pH de la solución del primer 

ensayo (pH=9), la relación harina: solvente (determinada en el ensayo anterior, 

CH=1:30) y el tiempo de extracción (30 minutos). 

Todas las soluciones fueron centrifugadas a 4000 rpm por 20 min. El 

nitrógeno solubilizado :fue determinado por el método micro-Kjeldahl, tomándose 

alícuotas de 2 mL del sobrenadante (por triplicado), expresándose como % de 

.solubilidad (V entura et al., 2005). Los dos niveles de los factores que 

permitieron la mayor solubilidad fueron seleccionadas para el diseño factorial (2k) 

de la primera etapa de optimización. 

3.6.2. ESCALAMIENTO 

Mediante la determinación de la significancia de la curvatura en la etapa 

de Screening se evaluó si se requiere realizar la etapa de escalamiento, que 

consiste en escalar sucesivamente hacia la región óptima (mediante pendientes 

ascendentes), hasta llegar a ubicar el rango de niveles que encierra dicha región 

(Ayala y Pardo, 1995). 

3.6.3. OPTIMIZACIÓN FINAL 

El arreglo del experimento bajo el diseño compuesto central rotable, fue 

generado en STATISTICA V 8.0 tomando dos niveles (inferior y superior) por 

cada factor seleccionado en la etapa de Screening. Este tipo de experimento para 

optimización empieza con un diseño factorial estándar con dos niveles y se 

agrega dos corridas adicionales para cada factor. Las corridas adicionales, 

llamadas puntos estrella, son localizadas en distancias pequeñas iguales por 

debajo y encima del punto central, esto permite la estimación de la curvatura con 
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respecto a tal factor. Mientras cada factor se empieza variándose, los otros 

factores son fijados en sus valores centrales (Ayala y pardo, 1995). Dicho arreglo 

fue aleatorizado con la fmalidad de reducir el efecto de variables ocultas como 

tendencias sobre el tiempo entre otros y garantizar la validez estadística de los 

resultados, considerando una probabilidad de error tipo 1 de 0,05 (Muñoz, 

Camargo y Gallego, 2008). El diseño tiene las características de ser rotable ya que 

la varianza de la respuesta predicha en cualquier punto depende solo de la 

distancia del punto al centro del diseño y no de la dirección, teniendo la misma 

precisión de estimación en todas las direcciones (F emández y Piñeiro, 2002). 

El arreglo de experimentos generados por el programa, representa la 

secuencia de experimentos a ejecutar bajo los valores mostrados. El número de 

corridas se ha calculado con la siguiente fórmula: 

k 

N=2 +2k+n
0 

Donde: k es numero de factores, 1\¡ número de puntos centrales y N es el número 

de corridas. 

k 
Un diseño compuesto central consta de puntos factoriales 2 completo o 

fraccional, en el que los niveles están en forma codificada (±1) o en forma natural 

(tomando el nivel inferior y superior del factor); 1\, ( ~ 1) puntos centrales (que 

son necesarios para hallar la variancia del error experimental) y los puntos 

axiales, dos puntos axiales en los ejes correspondientes a cada uno de los factores, 

k 

situados a una distancia a=±(2 i 14 del centro del diseñ.o, el cual es importante 

para asegurar la rotabilidad de diseño y mostrar la superficie de respuestas 

(Femández y Piñeiro, 2002; Montgomery, 2005). 
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La optimización por el diseño compuesto central permite la obtención de 

un modelo matemático empírico que explica el fenómeno, dicho modelo depende 

de los valores estadísticos que demuestren la linealidad o la curvatura. 

Un modelo de primer orden (Lineal) sin interacciones o productos cruzados: 

k 

y = Po + L p¡x¡ + E 

i=l 

El modelo lineal de primer orden con interacciones: 

k k j-1 

Y= Po+ LPixi + LLPtjXiXj +E 
i=l j=2 i=l 

Y el modelo cuadrático o de segundo orden: 

k k j-1 k 

Y= Po+ LPixi + LLPiixixi + LPux2 +E 
í=l j=2 i=l i=l 

Donde E representa el ruido o error observado en la respuesta. Esta 

ecuación explica en gran medida el fenómeno que ocurre, se incorpora un 

parámetro de curvatura y interacciones entre las variables, por lo que la 

predicción es más cercano al dato real (Muñoz, Camargo y Gallego, 2008). 

En la mayoría de los casos la forma de la relación entre la respuesta y las 

variables independientes se desconoce. Por ello, el primer paso en la MSR 

consiste en determinar una aproximación apropiada a la relación funcional real 

entre la respuesta y el conjunto de variables independientes, guiando al 

experimentador rápida y eficientemente a la cercanía del punto óptimo; hasta 

fmalmente localizarlo (Montgomery, 2005). 

La ventaja de este diseño es la evaluación de los efectos individuales y los 

efectos combinados en la variable de respuesta, las replicas en los puntos 
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centrales de diseño permite evitar la linealidad, puesto que en los diseños 

factoriales no se cumple tal linealidad perfecta y los modelos no se ajustan 

adecuadamente (Blanes et al., 2006; Milde et al., 2009). 

En todas las etapas de optimización, se ha utilizado el método Micro-

Kjeldahl para la determinación de la proteína solubilizada. Para expresarlo en 

relación al contenido proteico total y la cantidad porcentual de proteína 

solubilizada se ha utilizado la siguiente fórmula (Ferreyra et al., 2007). 

l 
·t·d _ Pro t. sobrenadante (g) 

So ubz z ad - P l ( ) 100 rot. tota g 

3. 7. OBTENCIÓN DEL AISLADO PROTEICO 

El aislado fue obtenido por el método estándar consistente en la 

solubilización alcalina (bajo los parámetros óptimos de extracción alcalina) y 

precipitación isoeléctrica mediante el ajuste de pH hasta el punto isoeléctrico 

(pH= 4,5 en el cual la solubilidad proteica es mínima). En el punto isoeléctrico la 

carga eléctrica neta de las proteínas es cero haciendo que la solubilidad proteica 

sea minimizada y genere la precipitación (Linden y Lorient, 1996). 

El procedimiento general para la obtención del aislado proteico se muestra 

diagrama de flujo de la figura 12. 
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Agua 

Cambios sucesivos 

durante 5 días 

Secador de bandejas 

Molino de martillos 

TanNi 1[ 
~---------•----------~ 

Selección y limpieza L. ,__ __ _,J-
.- ·"" -, ___.---- -~-. 

Remojo en agua (1 día) 

¡------ •-- --- -­
Cocción (1 hora) 

-~-- -~-~•~--~~-~- ----+. Lavado (Extracción de Alcaloides) 

Análisis proximal 

Impurezas 

Alcaloides (amargor) 

_____________ s_e•cPa.do------------~r. Agua 

r------------- t_ 
Molienda 

.------~--+ ___ _ 
Etanol al 95% (1:3 p/v) ~ Desgrasado f+ lípidos + alcohol 

Carbohidratos, 

___. compuestos no 

proteicos 

PE: Óptimo {9.3) 

TE: Óptimo {43 °C} 
CH: Óptimo (1:28) 

Ajuste de pH hasta el 

punto isoeléctrico 

(4,5) y agitación por 

15min. 

+ 
Extracción alcalina de proteínas 

J 
Centrifugación 4000 rpm por 20 min. "-+ Residuos sólidos 

~~- _ _ _ __. __ Extracto líquido! 

Precipitación de las proteínas ; 

1 solubilizadas .:_ 
Centrifugación 4000 rpm por 20 m in. 1'--+ Residuos liquido 

l Precipitado proteico 
.------- ,{ 

Lavado 

.------------ ·-- --- --------1 

2 veces a razón 

de 1:5 (PP/agua) 

Eliminación del agua de lavado por 

centrifugación a 4000 rpm por 15 min . 

• 
:....,.. Residuos liquido 

Precipitado proteico (PP) 

.---------·---------­Secado 

Aislado proteico 

Figura 12: Diagrama de flujo general para la obtención de aislado proteico 

Adaptado de: Ventura el al., (2005). 

*Es preciso aclarar que se recomienda el desgrasado por prensado para 

evitar posibles alteraciones químicas durante el desgrasado con etanol. 
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3.8. ANÁLISIS PROXIMAL DEL AISLADO 

Teniendo los parámetros óptimos de extracción alcalina, se ha obtenido un 

aislado proteico de tarwi en base a los puntos óptimos encontrados en la 

optimización y siguiendo el diagrama de flujo de la figura 12, el insumo obtenido 

se ha sometido al análisis proxima~ siendo importante la determinación del 

contenido de proteínas y demás componentes del aislado proteico. Los métodos 

usados se han explicado en el punto 3.4. 

3.9. CARACTERIZACIÓN FUNCIONAL DEL AISLADO 

Se realizaron los análisis funcionales del aislado obtenido bajo los 

parámetros óptimos establecidos mediante superficie de respuesta, dichas 

propiedades son muy importantes para el uso en la tecnología de alimentos 

(F ennema, 2000). Las propiedades funcionales están relacionadas a la 

composición de los aminoácidos y a su secuencia (estructura primaria) como 

también a la configuración espacial de la molécula proteica y a las fuerzas 

intermoleculares (estructuras secundarias y terciarias) los cuales cumplen 

funciones especiales para el comportamiento bioquímico (Murray, 2005). 

3.9.1. Absorción de agua 

Método de centrifugación de Janicki y Walczac (1954) citado por Feming 

et al., (1974). El método consistió en preparar una dispersión al 10% (en base 

seca) en agua y centrifugando a 2500 rpm por 15 min. Se midió el volumen de 

agua suelta, entonces la retención de agua fue computada como agua absorbida 

(mi de agua absorbida/gr. de proteína). 

Peso agua Absorvida (1J) 
Absorcion de agua (%) = p (1J) x1 00 

eso muestra seca 
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3.9.2. Absorción de grasa 

Método descrito por Lin y Humbert (1974). Se adiciona 0,5 gr. de muestra 

a 3 mL de aceite (de preferencia aceite de maíz, en este caso se usó aceite vegetal 

comercial), es decir en relación de 1 :6 p/v en un tubo de centrífuga graduada. El 

contenido fue removido por 1 minuto con un alambre delgado para dispersar la 

muestra en el aceite, después de un período de reposo de 30 min., el tubo se lo 

centrifugó a 3200 rpm por 25 min. La absorción de aceite se expresó en 

porcentaje como la cantidad de aceite absorbido/lOO gr de muestra. 

Peso aceite Absorvida (g) 
Absorcion de aceite(%) = p {g) x100 · eso muestra seca 

3.9.3. Capacidad de formación y estabilidad de espuma 

El método fue desarrollado por Lin y Humbert (1974), la cual consiste en 

pesar 6 g de muestra con humedad de 14% y ponerlo a un recipiente con 200 mL 

de agua destilada, en seguida de procedió a batirlo con una batidora durante 6 

minutos, se tomaron datos antes y después del batido. El porcentaje del volumen 

debido al batido fue calculado por la formula que se muestra. Luego de medir el 

volumen total del batido, se tomó nota del volumen de la espuma del recipiente 

para estudios de estabilidad de espuma a 1, 1 O, 20, 60 y 90 minutos. 

VDB-VAB 
Incremento Vol.(%) = V AB 100 

Donde: VDB: Volumen después del batido 
V AB: Volumen antes del batido. 
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3.10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Se evaluó estadísticamente los resultados obtenidos usando la media 

aritmética y la desviación estándar. Asimismo, se efectuó análisis de varianza, 

con un nivel de confianza del 95% para determinar si existen diferencias 

significativas entre los distintos factores. Para concluir si existen diferencias 

significativas entre los niveles de los factores mencionados anteriormente y 

determinar cuál de estos niveles es el que nos brinda los mejores resultados, se 

usó la Prueba de Duncan de Comparación de Promedios. 

En la etapa de escalamiento y optimización, los resultados obtenidos de 

pH, temperaturas y relaciones harina: solvente estudiados, fueron analizados con 

el programa Statística V. 8.0 y MS- Excel, al igual que para el ANOVA del 

diseño de superficie de respuesta en la etapa de optimización. 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

4.1. ANÁLISIS PROXIMAL DEL TARWI 

El análisis proximal del tarwi fue realizado utilizando el grano molido sin 

deslupinizar ni desgrasar, se aprecia claramente su alto contenido de proteínas y 

grasas, del mismo modo destaca el elevado contenido de los carbohidratos. 

Cuadro 15: Composición proximal de los granos de tarwi 

* 

Componentes 
Humedad 
Lípidos 
Proteínas 
Ceniza 
Fibra 
Carbohidratos 

Media ±Desviación estándar; n=3 

45 
40 
35 
30 

~ 25 
20 
15 
10 
S 
o 

16,83 

8,46 

%* 
8,46±0,21 
16,83±0,17 
43,31±0,33 
3,30±0,07 
6,93±0,05 

21,17±0,10 

43,31 

3,30 
6,93 

Componentes 

Figura 13: Gráfica del análisis proximal del tarwi 

21,17 

Según los datos mostrados, el contenido proteico y lípidos del tarwi es de 

43,31 y 16,83% respectivamente, así mismo Babaoúlu, (2000), encontró valores 

similares en la composición del tarwi, siendo el contenido de proteínas de 45% y 

de 16% en grasas, esto es superior en comparación de la soya que contiene 36% 

70 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



de proteína y 18% de grasas. Por otro lado, Ortega et al., (2009), realizaron el 

análisis proximal para todos los componentes, siendo los componentes 

determinados la humedad, grasa y proteínas, resultando 9,63; 13,91 y 44,86% 

respectivamente. Sin embargo en cuanto al contenido de grasa, los resultados 

difieren significativamente con los datos obtenidos en la investigación 

posiblemente debido a las condiciones climáticas y manejo agronómico que se 

haya proporcionado al cultivo. 

4.2. ANÁLISIS PROXIMAL DE LA HARINA DE TARWI 

La harina obtenida por molienda, fue primeramente deslupinizado, 

descascarado y desgrasada. Dicha harina fue muestreada para los análisis 

proximales respectivos, siendo los resultados como sigue: 

Cuadro 16: Análisis proximal de la harina deslupinizado y semi-desgrasada de 

tarwi 

Componentes (BH) %,(HTDD)* 0/o (HTTDD) a 

Humedad 10,25±0,03 11,5 
Lípidos 3,23±0,04 2,8 
Proteína 49,87±0,26 48,3 
Ceniza 4,53±0,1 5,5 
Fibra 4,22±0,04 4,3 
Carbohidratos 27,90±0,14 26,6 

* Media ± Desviación estándar; n=3 

BH: Análisis en base húmeda 

HTDD: Harina de tarwi deslupinizado y semi-desgrasada 

HTTDD: Harina de torta de tarwi deslupinizado y semi-desgrasada (Rodríguez, 1981 ). 
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49,87 

Componentes 

Figura 14: Grafica del análisis proximal de la harina de tarwi 

La harina deslupinizada y semi- desgrasada contiene aproximadamente el 

50% de proteínas y bajo contenido en lípidos, estos datos no difieren 

significativamente de los reportados por otros investigadores. El tarwi tiene un 

alto contenido de proteínas que comprende de 35 a 50%, mientras en la harina 

desgrasada y sin alcaloides el contenido de proteínas es muy elevado, 47-64% 

(León y Rose U, 2007). Por otro lado (Rodríguez, 1981) encontró para harina de 

tarwi parcialmente desgrasada una humedad, grasa y proteína de 11,5; 2,8; 48,3 

respectivamente. Sin embargo en este investigación se han encontrado valores 

muy similares, no habiendo diferencia significativa, la humedad resultó 10,25%, 

los lípidos y proteína fueron 3,23 y 49,87% respectivamente. 

4.3. OPTIMIZACIÓN EN LA EXTRACCIÓN ALCALINA 

4.3.1. SCREENING 

A. Solubilidad proteica en función al pH de extracción (PE) 

La solubilidad proteica está fuertemente influenciada por el pH, puesto 

que el incremento controlado de pH provoca la solubilidad proteica hasta cierto 

valor, por el contrario los bajos pH reducen la solubilidad proteica en la solución 
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(Linden y Lorient, 1994). En este caso se ha mantenido constante la temperatura, 

relación de harina: solvente y el tiempo. La finalidad es evaluar la influencia de 

un solo factor en la solubilidad proteica, en este caso el efecto del pH. 

Cuadro 17: Efecto del pH de extracción (PE) en la solubilidad proteica 

pH de extracción %de solubilidad* 
3 22,84°±0,08 
5 20,11a±0,15 
7 72,41 c±0,21 
9 84,87a±0,05 
11 91,41 e±0,42 

* Media ± Desviación estándar; n=3 
**Letras diferentes indican diferencias significativas 

100 
90 
80 , 
70 ni 

~ 60 :a 
:S so o .., 

40 Cll , 
30 '<le 
20 22fM 'F-Í~;'i'l 
10 
o i±t:.,_ 

o 1 2 3 4 S 6 7 8 9 10 11 12 

pH de extracción (PE) 

Figura 15: Curva de solubilidad de las proteínas de tarwi (Evaluadas a 50 °C, 

harina: Solvente=l:20, tiempo de agitación=30 min.). 

Cuadro 18: ANOV A del pH de extracción (PE) 

Fuente Suma d_e Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 14151,1 4 3537,78 69714,47 0,0000 
Intra grupos 0,507 10 0,0507 
Total (Corr.) 14151,6 14 

GL: Grados de libertad 
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Aparentemente se incrementa la solubilidad en función al pH, sin embargo 

cuanto mayor sea la alcalinidad, las propiedades funcionales inician a perderse, 

por otro lado la recuperación de las proteínas solubilizadas decrece (Rodríguez, 

1981 ). El valor de pH adecuado para obtener aislado proteico esta en rango de 8-

11, los cuales fueron evaluados mediante diseño compuesto central para optimizar 

por superficie de respuestas (Milde et al., 2009). 

En la obtención de concentrado de colza, un pH de 12 ajustada con NaOH 

fue considerada como adecuado para la solubilizacion proteica, siendo evidente la 

máxima solubilidad a este valor (Gon~alves et al., 1997). Sin embargo Bejarano 

(2008), evaluó las propiedades funcionales del aislado obtenido de (Amaranthus 

sp), para el cual utilizó la extracción alcalina a pH 9,0 para evitar posibles 

alteración en los aminoácidos debido a condiciones extremas de alcalinidad. Así 

mismo, para la obtención de aislado proteico de (Lupinus mutabilis sweet), 

Jayasena et al., (2010), evaluaron los parámetros de extracción alcalina, 

identificando que la máxima solubilidad de proteínas ocurre a pH alrededor de 9. 

Estos valores no difieren significativamente con los obtenidos en esta 

investigación, a excepción del pH utilizado para colza debido a la naturaleza de 

las materias primas. 

B. Efecto de la relación harina: solvente (CH) en la solubilidad 

La cantidad de harina añadida a la solución es muy influyente, el cual 

incluso depende del porcentaje y tipo de proteínas de la harina. En este estudio se 

ha puesto constante el pH evaluado en el ensayo anterior (pH=9), de igual modo 

la temperatura y el tiempo (Ventura et al., 2005). 
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Cuadro 19: Influencia de la relación harina: solvente (CH) en la solubilidad 

Relación harina: solvente (CH) % solubilidad* 
1:15 77,84a±0,09 

1:20 78,43b±0,15 

1:25 80,61(±0,21 

1:30 82,47d±0,05 

1:35 88,88e±0,42 . * Media ±Desviación estándar; n=3 
**Letras diferentes indican diferencias significativas 

90 .. 
88 88 ~ 

' ' ., 
~ 85 

..a
- . -· -. 82,47 ; 

80 - ... --~----. ---~- - ... ·- ... . .. · .. 80,61~-~-~--··-· ·-· ~-.' c5 ., ·77,84 ' 78,43 
va 75 -.·~-·r· -~ ~--~- --· -··-- w-·--·-·-- -~ -~-·-··~---~-h- .. -~--~·~--·---··-~---
~ 

70 -~~~--------~-~~------'-----

1:15 1:20 1:25 1:30 1:35 

Relacion harina: solvente (CH) expresado en p/v 

Figura 16: Curva de solubilidad de las proteínas de tarwi (Evaluadas a 50 °C, 
pH=9, tiempo de agitación=30 min.). 

Cuadro 20: ANOV A de la relación harina: solvente (CH) 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 236,79 4 59,198 826,33 0,0000 
Intra grupos 0,716 10 0,071 
Total (Corr.) 237,51 14 

Se aprecia que a una relación de 1 :35 la solubilidad proteica se acrecienta, 

sin embargo cabe señalar que los efectos combinados de los factores podrían 

cambiar esta tendencia. Ventura et al. (2005), determinaron que se logra buena 

solubilidad proteica a relaciones harina: solvente de 1:15 que permite la máxima 

extracción de proteínas a partir de nuez de marañón. Sin embargo para la 

obtención de aislado proteico de tarwi (Lupinus mutabilis sweet), Jayasena et al., 

(2010), determinaron que la relación de harina: solvente 1:10 es lo adecuado, este 

valor difiere de datos obtenidos por Pedroche et al., (2004), quienes concluyeron 
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que la relación 1 :20 permite la máxima solubilidad proteica en colza (Brassica 

napus). Los valores mostrados tienen diferencias significativas con la relación de 

harina: solvente encontrado en esta investigación, esto es debido a que las 

materias primas y por tanto la composición y contenido proteico difiere. 

C. Influencia de la temperatura (TE) en la solubilidad proteica 

La temperatura influye enormemente en la solubilidad proteica, puesto 

que a temperaturas superiores a 25 oc se incrementa la solubilidad, sin embargo 

temperaturas superiores a 50 oc podrían ser perjudiciales para las proteínas, 

ocasionando la pérdida de sus propiedades y su capacidad de renaturalización, 

esto dependiendo de la estructura y composición aminoacídica de la proteína. 

Cuadro 21: Efecto de temperatura de extracción (TE) en la solubilidad proteica 

Temperatura de extracción (TE), oc 0/o* 
20 81,44°±0,22 

30 83,06c±0,19 

40 84,24d±0,28 

50 88,43e±0,40 

60 80,29a±0,52 

* Media ±Desviación estándar; n=3 

**Letras diferentes indican diferencias significativas 

10 20 30 40 50 60 70 

Temperatura de extracción (TE) en °C 

Figura 17: Curva de solubilidad de las proteínas de tarwi (Evaluadas a pH=9, 

harina: Solvente=l:30, tiempo de agitación=30 min.). 
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Cuadro 22: ANOV A de la temperatura de extracción (TE) 

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razón-F Valor-P 
Entre grupos 118,682 4 29,67 248,36 0,0000 
Intra grupos 1,194 10 0,119 
Total (Corr.) 119,876 14 

GJ: Grados de libertad 

Según la gráfica anterior, la solubilidad proteica se incrementa a valores 

alrededor de 50 °C, sin embargo es de suma importancia la conservación de las 

propiedades funcionales, los cuales suelen perderse a valores superiores a los 

50°C debido a la desnaturalización de algunas proteínas (Fennema, 2000). Por tal 

motivo, se evaluó las temperaturas óptimas que permitieron la mayor solubilidad, 

dichos valores fueron 30 y 50 oc, es decir que el valor óptimo debe hallarse en 

este rango de temperaturas. Sin embargo Bejarano (2008), realizó la extracción 

alcalina a 50 oc no reportando efectos negativos en la proteína extraída, así 

mismo Iranian (1981), utilizó NaOH al 0,2% para solubilizar las proteínas de 

Castor Bean (Ricinus communis), a 45 oc en la que la solubilidad proteica fue la 

máxima. No obstante Lqari et al., (2001) recomienda realizar la extracción 

alcalina a 50°C. Los valores de temperatura en la que la solubilidad proteica es 

mayor, coincide con los reportados por los investigadores, siempre que se tenga 

en cuenta la naturaleza y tipo de materia prima. 

Los resultados mostrados anteriormente son de los efectos individuales 

realizados bajo el diseño completo al azar con la fmalidad de evaluar la curva de 

solubilidad proteica, sin embargo el análisis de efectos individuales e 

interacciones bajo el diseño factorial 2k (k=3) se muestra en el ANEXO 2, del 

mismo modo se muestra las superficies y el modelo correspondiente a la etapa de 

Screening. 
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4.3.2. ESCALAMIENTO 

Debido a que el análisis de varianza en la etapa del Screening comprobó 

un efecto curvatura muy significativo y el modelo de primer orden se ajustó 

adecuadamente a los datos experimentales, la necesidad de profundizar el análisis 

de esta etapa no fue requerido, por otro lado fue posible localizar el rango de 

niveles para cada factor en la que la solubilidad proteica es mayor. Las regiones 

cercanas a las óptimas (que encierra las regiones y puntos óptimos), según los 

análisis en la etapa anterior fueron para pH de 8 a 11, temperatura de 30 a 50°C y 

relación de harina: solvente de 1 :20 hasta 1 :35, sin embargo estos rengos fueron 

ajustados y optimizados en la siguiente etapa de la optimización. 

4.3.3. OPTIMIZACIÓN DE LOS PARÁMETROS 

Según los estudios fealizados en los ensayos anteriores, cada factor incide 

de manera distinta en la solubilidad proteica, sin embargo los efectos de la 

interacción de los factores tiene influencia muy significativa en la cantidad de 

proteína recuperada. Se tomó los 3 factores significativos determinados en la 

etapa de Screening y 2 niveles de cada uno. 

Cuadro 23: Valores que fueron evaluados en la optimización mediante superficie 

de respuestas, bajo un diseño compuesto central rotable. 

Variables naturales Variables codificadas 
Factores inferior central superior inferior central superior 

(-1) (O) (+1) 
¡pH(PE) 8 9,5 11 -1 o +1 
Harina: Solvente 1:27,5 o 
(CH) 1:20 1:35 -1 +1 
Temperatura (TE) 30 40 50 -1 o +1 

El número de corridas se calculó con la siguiente fórmula, en la que k=3 y n0 =3. 

k 
N=2 +2k+n

0 
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Resumiendo: 8 experimentos principales, 6 puntos axiales y 2 puntos 

centrales. Con los cuales el número de corridas resulta 16. De igual modo se 

convirtió las variables codificadas a las variables naturales mediante la fórmula 

mostrada en la metodología. El cuadro siguiente muestra el plan de 

experimentación a seguir para lograr la optimización. 

Cuadro 24: Plan de experimentos para la optimización y el resultado de cada 

corrida en base al contenido proteico del aislado. 

No Variables codificadas % 
PE(x) CH(y) TE(z) Proteínas 

1 -1 -1 -1 87,76 
2 +1 -1 -1 89,95 
3 -1 +1 -1 89,18 
4 +1 +1 -1 88,45 
5 -1 -1 +1 91,53 
6 +1 -1 +1 90,34 
7 -1 +1 +1 91,21 
8 +1 +1 +1 90,93 
9 -1,682 o o 85,83 
10 1,682 o o 85,06 
11 o -1,682 o 84,15 
12 o 1,682 o 85,48 
13 o o -1,682 83,18 
14 o o 1,682 84,82 
15 o o o 92,61 
16 o o o 91,75 

Donde: 

PE: pH de extracción alcalina; CH: Relación harina: solvente (p/v); TE: Temperatura de 

extracción alcalina eq 

El análisis de la varianza expresa la variabilidad en la respuesta para cada 

uno de los efectos por comparación del cuadrado de la media y el error 

experimental estimado. Los resultados del ANOV A, mostraron que Jos efectos de 

los factores por individual y con interacción, no tienen mucha significancia 

(p<0,05), por lo que el modelo obtenido explica el fenómeno adecuadamente. 

79 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



Cuadro 25: ANOV A de proteínas para un nivel de confianza del 95%. 

Fuente Suma de GL Cuadrado 
Razón-F Valor-P Cuadrados Medio 

A:PE 0,125 1 0,125 0,010 0,935 
B:CH 0,431 1 0,431 0,020 0,880 
C:TE 9,563 1 9,563 0,550 0,486 
AA 10,666 1 10,666 0,610 0,463 
AB 0,505 1 0,505 0,030 0,870 
AC 1,073 1 1,073 0,060 0,812 

BB 15,554 1 15,554 0,890 0,381 
BC 0,015 1 0,015 0,000 0,977 
ce 23,241 1 23,241 1,340 0,292 

Error total 104,344 6 17,391 
Total (corr.) 144,347 15 

GL: Grados de libertad 

El siguiente paso consiste en la determinación de la región y puntos 

óptimos, para el cual se han establecido gráficas optimizadas mediante superficie 

de respuestas del diseño compuesto central, posteriormente se han localizado los 

puntos óptimos para cada factor, bajo un criterio de maximización del contenido 

proteico. 
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Figura 18: Gráfica de efectos principales 
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Superficie de respuesta para % de proteínas en función al PE y CH 

evaluados a 40 oc. 
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Figura 19: Supeñicie de respuesta tridimensional, PE y CH 

PE 

Figura 20: Supeñicie de respuesta, vista superior, PE y CH 

Modelo matemático (Cuando Z=40): 

-taProt=-12,028+1 0,588X.0,476X2+1 ,479Y.0,023Y2 .0,0223XY.0,0244ZX+0,00058ZY+37,33 
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Superficie de respuesta para % de proteínas en función al PE y TE 

evaluados a CH=27,5 
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Figura 21: Superficie de respuesta tridimensional TE vs PE 

20~------------~----~------~~~~------~----~ 
6 7 8 9 10 11 

PE 

Figura 22: Superficie de respuesta, vista superior TE vs PE 

Modelo matemático (Cuando Y=27,5): 

%Prot=-12,028+10,58X-0,477le+1,567Z-0,0158Z2-0,0223XY-0,024XZ+O,OOOS8VZ+23,26 
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Superficie de respuesta para % de proteínas en función TE y CH evaluados a 

PE=9,5 

g4 
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Figura 23: Superficie de respuesta tridimensional TE vs CH 

w 
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Figura 24: Superficie de respuesta, vista superior TE vs CH 

Modelo matemático (Cuando X=9,5): 

.>90 
-<::90 
.<::88 
0<86 
0<::84 
0<::82 
0<80 
eil < 78 

%Prot=-12,028+1 ,479Y-4,023Y2+1,567Z-4,0158Z2 -4,0223XY-4,024XZ+O,OOOS8VZ+57 ,55 
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Evidentemente se aprecia en las figuras anteriores que es factible 

optimizar los parámetros de extracción alcalina, para cada caso se muestra que 

existe una región optima de los factores avaluados (ver las vistas superiores, para 

identificar), dicha región optima abarca para PE desde 8,5 hasta 9,5 y CH abarca 

desde 23 a 33 es decir 1:23 y 1:33. De igual modo para la temperatura de 

extracción (TE) desde 35 hasta 48 °C, estos valores son correspondientes a la 

región optima por cada factor. Sin embargo se ha obtenido el punto óptimo para 

dichos factores (etapa de la Optimización final), los cuales se muestran en el 

cuadro 26, también se muestran las regiones y rango de valores avaluados. 

Diagrama de Pareto, estimación del efecto estandarizado 

.171).11 

A=PE, B=CH y C=TE; la leyenda se muestra en el cuadro 24. 

Figura 25: Diagrama de Pareto de las variables estudiadas 

Los valores al lado de la barra indican el coeficiente de contraste y el 

orden decreciente de importancia de los diferentes factores estudiados, la línea 

punteada indica el valor crítico de significancia. Este tipo de análisis permite 

estudiar la influencia de las variables sobre la respuesta (% de proteína) y las 
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interacciones entre ellas. Se puede observar que en los efectos individuales, la 

temperatura de extracción (TE) es el que más ha influido en la composición 

proteica, sin embargo ninguno de los efectos individuales o combinadas 

sobrepasan el valor critico. 

Cuadro 26: Valores óptimos de los factores evaluados 

Rango óptimo 
Valor Factor Nivel Nivel optimo 

inferior superior 
PE: pH de extracción 8,5 10,5 9,34 
CH: Cantidad de harina, expresado en 

23 33 28,12 relación harina: solvente 
TE: Temperatura de extracción oc 30 48 42,78 

Según se observa, hay un rango por cada factor como los máximos y 

mínimos valores que pueden ser avaluadas para la obtención del aislado proteico 

de tarwi, sin embargo existen valores óptimos para cada factor (PE=9 ,3; 

CH=l :28; TE=43 °C), en los cuales el porcentaje de proteínas del aislado fue 

mayor. También se muestran los valores máximos y mínimos evaluados en la 

extracción, así como los mínimos y máximos óptimos para cada factor. Sin 

embargo Ventura et al. (2005), determinaron que realizando la extracción alcalina 

a partir de nuez de marañón según los parámetros adecuados (pH=9, harina: 

Solvente=1:15, temperatura=50 oc y 30 minutos de agitación) se obtiene un 

aislado con 85-91% de proteína. Del mismo modo, para la obtención de aislado 

proteico de (Lupinus mutabilis sweet), Jayasena et al., (2010), determinaron los 

parámetros de extracción, siendo estas pH 9, relación de harina: solvente 1:10, 

temperatura de 20 e una agitación de 60 minutos y precipitación isoeléctrica a 

4,5; los cuales difieren significativamente con los niveles encontrados en esta 

investigación. 
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Morales et al., (2005), identificó y optimizó mediante el mismo diseño los 

factores más influyentes en la extracción alcalina de proteínas de higado de 

bovino, concluyendo que son influyentes la relación materia prima: solvente 1: 11, 

pH de 9,9; temperatura de 30,9 y tiempo 53 min. El aislado proteico así obtenido 

presenta un contenido de 78,42% de proteína; 11,63% de grasa, los cuales son 

inferiores a los obtenidos en esta investigación. Estos valores difieren 

significativamente de los resultados obtenidos en esta investigación, la causa 

principal probablemente sea la naturaleza de las proteínas, puesto que las fuentes 

de procedencia son muy distintas, siendo más factible alcanzar buenos 

rendimientos en proteínas de origen vegetal. 

4.4. ANÁLISIS PROXIMAL DEL AISLADO 

Se ha obtenido un aislado proteico en base a los parámetros evaluados, 

analizados y optimizados en los ensayos anteriores, dichos valores considerados 

como óptimos fueron (PE=9,3; CH=l :28, TE=43 °C), con los cuales se hizo la 

extracción alcalina para luego obtener el aislado proteico mediante la 

insolubilización por precipitación isoeléctrica a pH=4,5, para tal ajuste se usó el 

HCl O,lN yNaOH O,lN. 

El aislado obtenido del tarwi, fue sometida a análisis proximal, condición 

necesaria para cuantificar la cantidad de proteína recuperada y la efectividad del 

proceso, los resultados se muestran en el siguiente cuadro. 
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Cuadro 27: Análisis proximal del aislado proteico de tarwi 

Componentes 
Humedad 
Lípidos 
Proteína 
Ceniza 
Fibra 
Carbohidratos 

* Media± Desviación estándar, n=3 . 

100 r/ 
. - --~---- -- --------------92,83 

90 ~/ 
80 <------~--/ 
70 -/~- ---~--- --~-- ---~ 
60-/ 
so ·- / 
40 _/ ____ ----~--
30 -- ~~ ---~- ---.-
20 ->--4,87 
10 ~- "' o < 

0;6T 

.....,-:::--

%* 
4,87±0,09 
0,62±0,04 
92,83±0,18 
1,48±0,04 
0,39±0,02 
1,12±0,03 

--0,39-

Componentes 

Figura 26: Gráfica del análisis proximal del aislado proteico 

El análisis muestra que el contenido de proteínas es alto, lo que indica que 

el proceso de obtención con los parámetros optimizados tuvo repercusión positiva 

en la riqueza proteica, el efecto de los factores individualmente y interacciones 

son las adecuadas para que las proteínas del tarwi sean solubilizadas, permitiendo 

a la vez que dicha proteína solubilizada sea recuperada mediante la precipitación 

isoeléctrica con buenas cualidades. 

Según la norma del CODEX para productos proteínicos de soya, es 

considerado aislado proteico cuando el porcentaje de proteínas en base seca es 

superior al 90%, no obstante en esta investigación se ha encontrado que el 

contenido de proteínas es de 92,8% que cumple con la especificación. Sin 
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embargo el análisis proximal del aislado proteico obtenido a partir de harina 

desengrasada de girasol, mediante extracción alcalina y precipitación isoeléctrica 

fue de 97%, el cual ha sido incrementada desde 31,2% de proteínas (Villanueva, 

et al., 1999), dato similar fue encontrado por Pedroche et al., (2004), quienes 

determinaron que es contenido de proteínas fue de 95% obtenido en condiciones 

similares y bajo el mismo método. Así mismo Rodríguez, (1981) evaluó los 

parámetros de extracción para lupino blanco, obteniendo similares resultados de 

los parámetros y 92% de proteínas en el aislado proteico. Los resultados en 

cuando al análisis proximal en especial en el contenido de proteínas no hay 

mucha diferencia significativa con los datos reportados. 

El aislado proteico de soya es un insumo ampliamente utilizado en la 

industria de los alimentos, el análisis proximal del concentrado indica que es 

posible obtener un aislado con 84,6% de proteína (Chavarria et al., 2005). Por 

otro lado (Munive, 2009) obtuvo valores mayores para el aislado proteico de soya 

analizados en base húmeda, siendo 91,1% para la proteína; 0,7% de grasa; 0,15% 

de fibra cruda; 3,8% para ceniza; 3,5% para carbohidratos y una humedad de 5%. 

Estos valores difieren significativamente en los resultados obtenidos para el 

aislado de tarwi, en especial en el contenido de grasa debido a que en este caso se 

ha realizado un desgrasado parcial de la harina de tarwi, el cual no se realiza en 

caso de la soya. Así mismo, Lqari et al., (2001) usaron los siguientes parámetros 

pH= 12; 50°C y relación de 1:1 O) en la extracción alcalina para la obtención de 

aislado proteico de (Lupinus angustifolius), encontraron que el contenido de 

proteínas es 93,7% por lo que los niveles de los factores usados fueron 

considerados como óptimos, los cuales difieren con los resultados hallados para el 

tarwi dado su naturaleza y contenido proteico de la materia prima distinta. 

88 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



4.5. PROPIEDADES FUNCIONALES DEL AISLADO PROTEICO 

El aislado proteico obtenido, tuvo propiedades funcionales distintas de los 

demás aislados. El motivo de esta variación se debe a la naturaleza de la materia 

prima y al tratamiento de extracción alcalina, en caso de tarwi es necesario 

realizar un deslupinizado, con la consiguiente pérdida de proteínas y algunas 

propiedades funciones debido al tratamiento térmico en dicho proceso. 

Cuadro 28: Capacidad de formación y estabilidad de espuma 

1 156 
10 140 

60 80 
90 75 

170 

1SO 
::; 

130 .§. 
111 110 E 
::::1 
a. 90 VI w 

70 
j : ¡ _;-

so 
-. ··; -... , - \. - ' '" • ~ • y ' 

1 1 ;_ ~ -

o 10 20 30 40 so 60 70 80 90 100 

Tiempo (minutos) 

Figura 27: Capacidad y estabilidad de espuma 

Se observa que el volumen disminuye de 156 a 78 mL al cabo de 90 

minutos en un 51,9%. Sin embargo la capacidad espumante calculado con la 

formula (ver metodología) resultó siendo 78%, el cual es relativamente bajo con 

respecto a los valores reportados por otros aislados proteicos. 
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En el cuadro siguiente se resumen todas las propiedades evaluadas en esta 

investigación, los datos están expresados en porcentajes. 

Cuadro 29: Propiedades funcionales del aislado proteico, expresados en % 

PROPIEDADES APT(%) 
Capacidad de absorción de agua 98 
Capacidad de absorción de grasa 160 
Capacidad espumante 78 
Estabilidad de espuma* 75 

*Volumen (mL) determinado después de 1 hora y 30 minutos 

APT: Aislado proteico de tarwi 

Las características estructurales de estas proteínas influyen sobre sus 

propiedades funcionales, tanto que si han sido sometidas a tratamientos térmico o 

mecánicos bruscos, pierden todas las funcioanalidades. Del cuadro anterior se 

destaca la capacidad de absorción de agua y grasa, en caso la capacidad de 

hidratación (0,98 g agua/g aislado) se percibe que es menor en comparación a la 

capacidad con la grasa (1,6g grasa/ g aislado). Por otro lado la estabilidad de 

espuma del aislado de tarwi es superior del valor obtenido para el aislado de soya 

(58) a pesar de la evaluación a las mismas condiciones y rangos de tiempo 

Rodríguez, (1981). 

Las propiedades funcionales de las proteínas pueden diferir en funcional a 

los tratamientos sometidos durante la extracción alcalina, del mismo modo de los 

tipos de proteína que lo conforma. El aislado proteico de coco muestra tener una 

capacidad de absorción de agua del 284% (2,84 g/g aislado) y la capacidad de 

absorción de grasa es de 1,6 g/g aislado Viena et al., (1993). Del mismo modo 

Pacheco (1984), encontró que la capacidad de absorción de agua y grasa para 

aislado proteico de palma es de 2,5 y 1,75 g/ g aislado, estos datos difieren de los 
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valores encontrados por Hazra y Laskar, (2005), quienes obtuvieron 1,7 y 3,23 g/g 

aislado para la capacidad de absorción de agua y grasa respectivamente en el aislado 

proteico de (Elaeis guineensis J ). En cambio la capacidad de absorción de agua y 

grasa para el aislado proteico de (Cajanus cajan) fue de 1,38 y 0,807 g/g aislado 

Oshodi y Ekperigin, (1989). Todos los valores reportados difieren 

significativamente de los obtenidos en esta investigación, la posible causa se debe 

a la composición proteica de las materias primas y de su naturaleza, por otro lado 

cuando se realiza el secado del aislado en estufa, las propiedades funcionales se 

minimizan en comparación de aislados obtenido por atomización o liofilización. 

Las propiedades funcionales del aislado proteico proveniente de biomasa 

de Kluyveromyces marxianus, obtenido por extracción alcalina y precipitación 

isoeléctrica, resulta 4,2 g agua/g proteína para la capacidad de absorción de agua 

y 1,79 g grasa/g proteína para la capacidad de absorción de grasa, los cuales 

difieren de los obtenidos para el aislado proteico de tarwi debidos a la naturaleza 

de las fuente proteicas. Estas características son consideradas para la 

incorporación de los concentrados proteicos en la tecnología de alimentos (Cori et 

al. 2006). 

4.6. RENDIMIENTO 

En el proceso de extracción y precipitación isoeléctrica se generan 

perdidas mínimas, también en el proceso de deslupinizado se pierde una fracción 

proteica (en especial en la operación del tratamiento térmico y lavado), al igual 

que su capacidad de renaturalización por lo que no es posible su recuperación 

mediante la precipitación isoeléctrica. En esta investigación, el rendimiento fue 

de 35%, lo cual es ligeramente bajo en comparación al aislado obtenido a partir 
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de soya, sin embargo la riqueza proteica es alta en caso del aislado de tarwi. Cabe 

aclarar que el rendimiento se ha calculado en base a la harina deslupinizada y 

semi- desgrasada de tarwi que ingresa a la extracción alcalina y la cantidad de 

aislado proteico obtenido al final del proceso. 

Rodríguez, (1981), encontró los rendimientos en la obtención de aislado 

proteico de lupino, siendo ésta de 31% a nivel laboratorio y de 28,4% a nivel 

planta piloto, estos valores son inferiores a los datos obtenidos en ésta 

investigación, el cual evidencia que optimizar los parámetros incrementa 

significativamente los rendimientos. Es posible alcanzar mayores rendimientos, 

sin embargo se ha utilizado equipos de baja capacidad en la que las pérdidas 

fueron significativos, esto podría mejorarse utilizando equipos adecuados y de 

mayor capacidad evitando de esta manera el número de extracciones. 

En caso del aislado obtenido de nueces de marañón, del total de proteínas 

extraídas a pH alcalino {9,0); el 83,63 % de la proteína fue precipitada a pH 4,5. 

Se logró la recuperación del 55,35 % de las proteínas iniciales en el aislado 

proteico obtenido por secado en estufa al vacío y el 56,43% en el secado por 

atomizado (Ventura et al., 2005). No obstante, Wang et al. (1999) obtuvieron un 

rendimiento de 74,6% y 92% de proteínas en la obtención de aislado proteico a 

partir de salvado de arroz, sin embargo se precisa que se han utilizado 

tratamientos enzimáticos durante el procesos para incrementar el rendimiento 

desde 34% hasta 74,6%. Evidentemente estos valores de rendimiento son 

mayores al rendimiento hallado en esta investigación, sin embargo es este caso se 

ha utilizado el método estándar para la obtención del aislado, del mismo modo las 

diferencias de debe al tipo y contenido proteico de las materias primas. 
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V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

5.1. CONCLUSIONES 

l. La optimización de los factores de extracción alcalina permitió la obtención 

de un aislado proteico con aho tenor de proteína (superior al 92%) y buenas 

cualidades funcionales. 

2. Los factores pH de extracción (PE), relación harina: solvente (CH) y 

temperatura de extracción (TE), influyeron significativamente en la cantidad 

de proteína solubilizada y recuperada (p<O,OS). 

3. Existen regiones optimas para los factores (PE desde 8,5 hasta 9,5; CH abarca 

1 :23 y 1 :33 y TE desde 36 hasta 48 °C), en los cuales fue posible obtener un 

aislado proteico con buen tenor proteico. Sin embargo fue posible optimizar 

estos niveles mediante un diseño compuesto central, obteniéndose valores 

óptimos para cada factor (PE 9,3; CH 1:28 y TE de 43 °C). 

4. La obtención de un aislado proteico bajo los parámetros óptimos influyó 

significativamente en la composición proximal, en las propiedades funcionales 

y el rendimiento. 
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5.2. RECOMENDACIONES 

l. Completar la investigación de las propiedades funcionales (hidrodinámicas, 

texturales y superficiales) del aislado obtenido. 

2. Realizar investigaciones a nivel estructural, para la cualificación de 

aminoácidos y componentes antinutritivos, así mismo hacer estudios de 

digestibilidad, valor biológico, PER, etc. 

3. Para tener mejores rendimiento en la obtención del aislado proteico, se 

recomienda realizar investigaciones para optimizar métodos de deslupinizado 

que permita la conservación de la totalidad de proteínas. 

4. Buscar métodos de extracción alcalina que no implique el desgrasado, puesto 

que el tarwi tiene ácidos grasos poliinsaturados (Omegas 3, 6 y 9) que son 

muy benéficos. 

5. Para su uso en la tecnología de alimentos, se recomienda hacer estudios de los 

efectos de la extracción alcalina en la texturizarían del aislado para la 

obtención de carne vegetal, así como su uso en la industria cárnica, lácteos y 

panadería. 
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ANEXOS 

ANEXOl 

FOTOGRAFÍAS REFERENTES A LA INVESTIGACIÓN 

Pesado de harina 

71 :;: : 
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Aislado proteico 

*Después del centrifugado, aun se han realizado otras operaciones hasta obtener 
el aislado. 
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ANEX02 

Análisis de varianza y curvatura en la etapa de SCREENING 

Fuente de se GL CM Fo 
Ft 

variación (18,51) 

PE 14,44 1 14,445 78,125 * 

CH 4,104 1 4,104 22,196 * 

TE 4,914 1 4,914 26,577 * 

PE*CH 12,77 1 12,776 69,1 ns 

PE*TE 14,87 1 14,878 80,468 * 

CH*TE 0,241 1 0,241 1,3062 ns 

PE*CH*TE 1,044 1 1,044 5,6464 ns 

Curvatura 27,97 1 27,972 151,28 ** 

Error 0,36 2 0,185 

Total 80,74 10 

N Y(% prot.) Yest. Y-Yest. 

1 86,46 86,647 -0,187 

2 89,75 89,215 0,535 

3 87,93 87,743 0,187 

4 84,72 85,255 -0,535 

S 91,13 90,943 0,187 

6 87,52 88,055 -0,535 

7 91,85 92,039 -0,189 

8 84,63 84,095 0,535 

Y=87,99-1,344PE-O, 716CH+O, 784TE-1,264(PE)( CH)-1,364( PE)(TE) 

Gráficas de superficie del diseño factorial (Screening), 2k (k=3; PE; CH y TE) 
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ANEX03 

Produccion de tarwi en la provincia de Andahuaylas 

Producción de tarwi 
Año 2005 2006 2007 2008 2009 
Producción (Toneladas) 412 460 423 509 418 
Rendimiento medio {Toneladas/ha) 3,2 2,8 3,1 3 2,9 

Fuente: Ministerio de Agricultura- Andahuaylas, 201 O. 
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ANEX04 

Los aminoácidos esenciales 
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ANEXOS 
Flowsheet for isolated soy protein production (ISP) 

F IOIJJ tO W altr hUD 1 '5 

Flour 2000 lb 
!SP~ pu\~tnJ 
rr,o(f 'lraler' 

·~cter. 30_000 lb ¡3600 f,al.: -----
Cat:StiC ta eH 7 11 

Atid to tH 4 : 

Fe~d Sj~ltdLC1 

Cer,nlu~~ 
~---+ 

S52 b 1~3°; po:~1a. 10~,4 wah!l 
Orun o, i1:d: 

Fuente: Mustakas y Sohns, 1976. 
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ANEX06 

Composición química de los principales productos de lupino en comparación con la harina de pescado y la harina de soja (todos los 
valores se expresan en g/kg de MS a menos que este especificado de otra forma). · 

H.pesrodo liarina H. h:JjillO H. lupino H. lUpino H. l1.1pino c.,~ P. aislado 
NUU'i&ll'te 

rnnnrilo 11 blonr.:o•, du!ee•l cuoe• chilem desoja delupillOI"'" de lupino 

Ma~eri-J ;ec:t (MS) •;¡ 7 ocs ro:. 9:2 0.35 ;¡¡ ·~2 g:~ 

Pf.~teli~CI crudl 77t· :CI<I 54?' 4:5 415 ~;;1 .;·;¡.:¡ f: 1 J 

Pro~~lr:J cfge$tl:ie· 673 G]7 48S 402 354 rr .. ::.. 1373 TIO 

\?ras¡t cr4dtt Ei8 47 87 1 ~7 53 6f· '!1.1 12.5. 

Cen ::~9 142' 153 -44 3>3 ~;:. 3V 31 30 

FOC.'cro 22 8 ¡::¡ :. 4 3 !:'. '!"· 

Mtlter 11 Jrgd.~iC:J• s::2, 931 956 9114 967 !'i70 '9·5~1 97•) 

Energí3 h"lit[l iMJI\g r:S] 2t3 :9,6 J0,9 ~1.3 ::o.~ ~ 22~Z 22~1'-

Er;e-g::t cl'geSfil:re ¡i\l!~Kg M5í 11,1 14-,1 f3,4 14,.~ 10.8 r.ó•. i.S,7 1],6 

Li~ina 9 :14 ::!3 20 HJ 16 25 25 

7recrit'.a ...,_;;. .... 23 1f;; te H 14 23 23< 

lvtetonil':t 21 '.l 4 :3 3 ~~ 5 .; 

~(o-~ucina ~-2 25 1 •3 ;:¡¡ 1•3 15 21 2;~ 

lel.iCií'a E.a 42 35 31 2:3 ::7 51 E1 

Voliro ~,g 27 17 t% ! 13 •s :23 24 

Feoful:~nru 311 1ó3 18 ,, 113 15 :2'.9 2S 

Htstdn:J, 31 16 14 ;¡ 12 10 15 a~ 

Arg)rli'l.1 43 ~o 47 52 44 ¿¡:. 7,:} ·31 

1: L. Luteus; 2: L. Albus; 3: L. Angustifolius; **extraído por solventes; *descascarada; n.d.: no determinado; C: concentrado; P: proteína (Glencross, 2004; Citado por Borquez, 2008). 
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ANEX07 

ACIDOS GRASOS POLIINSATURADOS 

l. Omega 3 (Ácido alfa- linolénico) 

Nombre común 
Nombre del 

Nombre químico 
tí pido 

Ácido alfa-linolénico (ALA) 18:3 (n-3) octadeca-9,12,15-trienoico 

Ácido estearidónico 18:4 (n-3) octadeca-6,9,12,15-tetraenoico 

Ácido eicosatetraenoico 20:4 (n-3) eicosa-8,11,14,17-tetraenoico 

Ácido eicosapentaenoico (EPA) 20:5 (n-3) eicosa-5,8,11,14,17 -pentaenoico 

Ácido docosapentaenoico 22:5 (n-3) docosa-7,10,13,16,19-pentaenoico 

docosa-4,7,10,13,16,19-
Ácido docosahexanoico (DHA) 22:6 (n-3) hexaenoico 

2. Omega 6 (Acido linoléico) 

Nombre común Nomenclatura Nombre químico 

Ácido linoleico 18:2 (n-6) Ácido 9,12-octadecadienoico 

Ácido y-linolénico 18:3 (n-6) Ácido 6,9,12-octadecatrienoico 

Ácido eicosadienoico 20:2 (n-6) Ácido 11,14-eicosadienoico 

Ácido dihomo-gamma-linolén ico 20:3 (n-6) Ácido 8,11,14-eicosatrienoico 

Ácido araquidónico 20:4 (n-6) Ácido 5,8,11,14-eicosatetraenoico 

Ácido docosadienoico 22:2 (n-6) Ácido 13,16-docosadienoico 

Ácido adrénico 22:4 (n-6} Ácido 7,10,13,16-docosatetraenoico 

Ácido docosapentaenoico 22:5 (n-6) Ácido 4,7,10,13,16-docosapentaenoico 

Ácido caléndico 18:3 (n-6) Ácido 8E,10E,12Z-octadecatrienoico 

3. Omega 9 (Ácido oleico) 

Nombre común Nomenclatura Nombre químico 

Ácido oleico 18:1 (n-9) 9-ácido octadecenoico 

Ácido eicosenoico 20:1 (n-9) 11-ácido eicosenoico 

Ácido eicosatrienoico 20:3 (n-9) 5,8,11-ácido eicosatrienoico 

Ácido erúcico 22:1 (n-9) 13-ácido docosenoico 

Ácido nervónico 24:1 (n-9) 15-ácido tetracosenoico 

Fuente: http://es. wikipedia.org/wikii%C3%81 cid o _graso _poliinsaturado 

110 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



ANEXOS 

Balance de masa del proceso 

La siguiente gráfica muestra el diagrama de flujo con valores del balance de 
masa, los cuales se han realizado en base de rendimientos, análisis proximales y 
pesadas. Los valores pueden variar dependiendo de la materia prima y del 
proceso. 

T;r.-wi 

O.il~g 

2.
4 
kgc·· , , . '· r · :Ag,1a (AbUOOJ."lC13) 

Rcmo¡o en ¡:¡gu;:J (1 dial ~ 

4
'
08 tgc;======(=O=CI:=IO=. ,,=(=~=h=or=é!=, ====~~ 

O.ZSl:g 

..... 01.-,..,. '-:===============~-~Ohs ~, 

t.evat!o Extr<.~tci6n de ll.lcaloidcs O, 35 ~~f; {?é:úldas) 

}-o.>5 ~:g 
~----------------------~ 

~O, l 3 kt: (Pén:hd:¡¡s) 
Mo-lienda 1 A , .• ,..,..-1 "·· t<o ~6 L'' 

'-----------------': .•• fJ.lJ'itt.""-1 a . .,.,_.,,, ; 
.!!b:i Óli i 2 ~ p!v 

E:wacclór. altallna de orotcínas ...r- Na.OH o, iN hasta 
.-~-----------~-~-~-----~------~ AJUS~arpH'~) 

0,:32. kg 
(X.lidos ne; p:oreiroz) 

Ell:"lracto AgualjTrc.: .. !.hrue :o btrano lígu:do 
.u" 1:6 1·g (~' 1 ' ..-H.Cl O,.lNhasta · "'•· r, ., " . f'tccJp¡tación de- la~ p1oteína~ ¡¡_. 

1 1
. AjuSbrpH~5 

, so!ubilizadas; _ 
-·-•o ~.r. •. ,., C==============: '="" ·"''~ >o,6 . '~ 

0.85 Jq~ (.AJ~ 
Fiúme.1o) 

Cr:ntrifugadán IIOOOJ'prn p!Jr 20 min 
39,51 L 
Agua ácida 

Agus (t*1latl:~ 

4,25 L (1 ) pN) 

4,16L 

O,e4 }•g Pre-cipitado proteico {PP) 

Secado en ~stufa 

Proteína i>aeléctritil 

0.5 k!J {Rto. 35%) 

• • t,;~ hs.rim t,ene r;n~;; d.; 49'% de prdueím. los cu~te? e~L~n soh•ht'li¡;;;das en l:t solvt:J;!.o 
::~kal!na 
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ANEX09 
Fórmulas del ANOV A para diseño compuesto central 

FdeV 

Términos LinE>alE>s 

Términos Cuadráticos 

x,, 

Términos C1·uzados 

Falta dE> Ajuste 

Error (T. C.) 

Total 

g.l. 

k 

k 

1 

k•k+3l 
N-r.-·--

Q " 

" 
n·0 -l 

X·l 

se 

k 

i < j 
b-·'lU,:;v • - {7 .; 

i < j 
SC Total - SC rE'grE>::~ión · SC Errm 

Búsqueda del punto óptimo a partir de la ecuación: 
Y = A, -:- A/\"1 -7 A~,\-~ + .4 1 /t.-~ -:- A11X~ + A;zX¡.,Y2 

tr . , A r A t• o - = ./1.:. + ....... '1~- ¡.'l-1 + -·'l· '\.Jl .. = 
eX; · ·· · ·· -

desarrollando la matriz se obtiene el punto óptimo 

/!. An 2A: 1 A~ 

. 1.1 ::.A~~-. Ail Al 
x, = _.\-~ = 

2A:¡ A: 2A11 A¡ 

Al1 Al ..,-{~2 .11 
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ANEXO lO 

Plan de experimentación y resultados detallados 

CH Proteínas solubilizadas (%) 

PE Relación 1 :x Muestra (g) Agua (ml) Total (.g) TE (°C) Rep. 1 Rep. 2 Rep. 3 Promedio Desv. Estandar 

11 35 2,2 77,8 80,0 30 88,25 88,13 88,97 88,5 0,454 

9,5 14,89 5,o· 75,0 80,0 40 84,02 83,93 84,51 84,2 0,312 

11 35 2,2 77,8 80,0 50 90,93 90,61 91,25 90,9 0,320 

8 35 2,2 77,8 80,0 50 91,28 90,96 91,39 91,2 0,223 

8 20 3,8 76,2 80,0 50 92,07 91,11 91,41 91,5 0,491 

9,5 27,5 2,8 77,2 80,0 40 92,74 92,14 92,96 92,6 0,424 

6,98 27,5 2,8 77,2 80,0 40 85,66 85,97 85,86 85,8 0,157 

9,5 27,5 2,8 77,2 80,0 56,82 84,84 84,49 85,13 84,8 0,320 

9,5 27,5 2,8 77,2 80,0 23,18 82,67 83,73 83,15 83,2 0,531 

9,5 40,11 2,0 80,2 82,2 40 85,05 85,45 85,94 85,5 0,446 

8 35 2,2 77,8 80,0 30 89,09 89,58 88,87 89,2 0,363 

12,02 27,5 2,8 77,2 80,0 40 84,92 85,10 85,17 85,1 0,129 

11 20 3,8 76,2 80,0 30 90,13 89,78 89,94 90,0 0,175 

11 20 3,8 76,2 80,0 50 90,57 89,96 90,49 90,3 0,332 

8 20 3,8 76,2 80,0 30 87,48 88,12 87,69 87,8 0,326 

9,5 27,5 2,8 77,2 80,0 40 91,48 91,94 91,83 91,8 0,240 

El ajuste de pH se realiza con HCl O, IN y NaOH O, IN una vez hecha la dilución 

113 

 

  

 

    

 

  

   

 

  

  

  
  

  

  

  

  

  

  

  

  

 



32.1.03 

APÉNDICES 

APÉNDICEl 

MÉTODOS DE ANÁLISIS 

(Referencia: AOAC, 1998) 

1.1. HUMEDAD 

.A·OAC Qff,icJ;al Method 925 .. 1 O 
Solids (Total)' and Moisture in Flour 

Air Oven Method 
Final Action 

[Re<.ults dosely approxiruate tho~e obtainecl by 925.09B (see 
-:>l 1 ()1\] .,..-,..,. . .; .,. .. 

In cooled ancl weighed di":.h (pmvided with cover). 925.09A(a) 
(see ~~2. 1.02). previously heated ro 130 ± J 0 • accurately weigh ca 2 
g well-:mixed sample. Cnco·,:er sampk. and dry diJ1. cover. and 
contents 1 h in m.:en pm•.-ided '•Yith opening for Yentilation and 

maintained at 130 ± Y'. (1 b (ltying period begins ¡~:hen oven 
temnerature is adu.allv 130~'.11 Co\·u di...,h •:dlile s.till in m: en. tran.">fer 

& ~ 

to de..,icc.:ator. and v..:e1gh ':>oon after n;aching room temperature. 
RejJort flour r~idne a~ total ~olids ami lo')<:. in weíght as moístur.e 
(i.ndirect method). 

Refercnc·e<;.: JAOAC 8~ 665(1925): 9. 40(1926). 
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27.4.04 

A. Reagent 

1.2. GRASA 

AOAC Official Method 945.116 
Oil in Cer·eal Adjuncts 

Petroleum Ether Extraction Method 

Final Action 

Pt.'flvümm etheJ:-AOCS. Inirbl -boiling tem¡.1:rarure. 35-3S": 
dry-fla~k end point. 52-6Cf: :;:;·95% distilliug at <::54';', and S60% 
di~tilling at <40':': ~pedfic g:ravity at óQcF. 0.630-0.660: ttpjJearance~ 

col orle~~: ~·niporation re~idue. ~(100 11 g/100 mL: dtl'Ctm: te~t. 

S\re:t~ Cu strip can~a.sion test. noncmrosive; only tJ~1i;e of u.nsatu­
mted cou1pounds pen:u.ittl!d: residue in dístilling flask. neutral to 
methyJ orange: blotter strip odol' te!'ol. odode<;.S Kithin 12 UUH: 

~ron1atic compouncls, no nitrobenzene odor: ~ponification v.nlue! 
<1.0 mg KOH'lOO rnL 

1\·lake distillatic•u test ac~ording to AST!v1metbod D2 I 6- ::;4 aud 
make blank detetmination by e-.;c1porating .250 mL with ca 0.25 g 
ste~uin or other h<trd fi1t (p1·E\·iously brought to constant we1.ght hy 
heatine:) and dr,.ri:mr as in actual detenuination. Bjank m.u~t be :f3 -· ,. -
mg. 

B. Determination 

(Cauti<m: Sec Appcudi::x B~ ~afety uote':- Qll distillution. flanuuable 
solYeuts. aud pe troienn1 ether .) 

Accumte1y weigh 5-10 g 'i>atuple ground a~ iu 9'3'5.30D (see 
27.3.07). \Vithout F'revious. drvint;;r. e.xtract in Soxhlet or other !-Hit-

, "' -
able exrrncror \\·ith petroleum ether for :::;6 h. Filtet_" extract through 
small. hanlened paper :imo \Yeighed ver,sr;.el. wac,lúng pnper :finally 
\Yith small portiou o fhot n"ti!sh soh-ent. D.istil or e\:-npornte solvent .at 

tempe:mture ~ l 00':: aud dry ,.·e~sd coutaiuiug residne iu .air o\·en l h 

at lO O-lO 5'~. Reportas% oil to secoud decimal place. 
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1.3. PROTEINAS 

AOAC Official Method 960,.52* 
Microchemical Determination 

of Nitrogen 
Micro-KJeldahl Method 

First Action 1960 
Final Action 1961 

Surpfus 1994 
.AOAC-AACC Method 

(Not applicable to material containing K-~ ot· N-0 iinkages.) 

A. Reagents 

(a) Su[fioic acid.-Specific gravity 1.84. N-fi"ee. 
(b) 1\!ercuric o:xidc.-N-free. 
(e) Potassium suifate.-~-fi:ee. 
(d) Sodium hJ ·droxide-sodiilm thiosu[fc.te solution.-D.i:.~olve 60 

g NaOH and 5 g Nn:;S20 3·5H20 in H~O nmidilute to 100 mL or ndd 

25 mi. 25'~<Q Na~S~0::5H20 to 100 111L 50% XaOH solution. 
(e) Bm·ic acidsolution.-Saturated solution. 
(f) Indicator solution.--(1) :.\1eth;rl1~ed-methylene biue.-}.1ix 2 

pruts 0.2~-"Ó akoholi' methyl í'ed :.olution 'iYith 1 pcut (l.2% alcoholic 
methylene blue r;olution: or (2) :.Ut~tityl n~d-bromocn.~..soi gree11 solu-

tion.-Iviix l pmt 0.~% alcoholic metlryl red solution \Yith ~ pnn": 
0.1% alcoholic bromocres.ol green solution. 

(g"J Hydrochloric acid.-0.02N .. Prepare as in 936.15A (see 
A.l.06) aud standardize n~ in 936.15E-G (see A.l.Oó) 

B. Apparatus 

(a) Digesiiou rack.-\Vith either .:;::a'> or ele\:h·ic heater'> \Yhkh 
will supply ent-,ugh heat to JO mL fl.a-,k to crm.r,e 15 rnL H:;O ~1t 2 5(' 

to cometo rollimz boíl in ~2 but <3 min. 
(b) Distilfafion apparatus.-One-p:iece or Parna'ó-\Vagner di'!.til­

lation apparahls recommended by C ommittee on :\1icrochemical 
Apparatm .. ACS. 

(<') Dige.sfionflas"k:s.-U~e 30 mL regular KjekL1hi or Solty·~·t)ve 

flasks [Reference: A.nal. Chem. 23~ 523{1951)]. For ~mall snmples. 
1 O mL Kjeldahl tlasks may be u sed. 
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C. Determination 

\Veigh ~ampl~ requiring 3-1 O mL 0.01 or 0.02NHC1 and tr.amfet· 
to J0111l. dige~tion na'!;k. If smnple weigltt is <.Jo mg. use mic:ro­
chemical baiauce (maximnm "\Yeight 1 00 mg dry orgauic matter). 
Use cllarg:ing tube for dry solids, porcelaiu boat for 'iticky <>olid<> or 
notl\"·olat.ile liquíd'>. and capillmy or C<1].1Sllle fur ·volatile liquid~. Add 
1.9 ± OJ g K..,SO'". 40 ±lO ntg HgO.. an.d 2.0 ± O.lm.L H~SO'". If 
s.ample weigbt is > 15 mg. mld addition<~l 0.1 mL H~SO .J for ench 1 O 
mg clty orgmúc matter >15 mg. 1\1ake certain that acid has specific 
gmvity:? 1.84 if ~ample e omains uirriles. (1 O mL f1asks and 1!] 
qu;mtitie~ of reagent~. nmy be us;;ed for o;;ample.,; <7 m_g.) Add 
hoiJing cb.ips whkh pas.~ No. 10 sieve. Ifboiling time for dige;tiou 
l"ft~k heaters is :;-2.5 min. digest 1 h afrer ;dlH20 b distiiled and acid 
comeo:, to true boil: ifboilin.g time io:, 2.5-3 min. digest 1.5 h. (Dige:.t 
0.5 h if s.mnpie is lmo\Ylll to containno re±l:·nctory ring ~.) 

CooL add min.ituum ·volmne of H20 to di:s.-,.o1ve r.olich. cooL rmd 
plac~ thiu film <~f Va':;.din~ o u rim tOf flask. Trausfet dige5t aud 
bc.iling -chips te• c1isti1lation appaLah.ts auct du~-e flask 5 N 6 1Íiues 

i.\·ith 1-2 mL potiions B::O. Place 125 mL Phillipr, beaker or Erlen­
meyer contaü:ting 5 mL sattlt¡lted H;BO:. soluticn1 and 2-4 drop;. 
indicator uncler con den s.er \Yith tip extending belo¡y surfnce of 
\lolution. Add 8-1 O mL NaOH-Na2S:!OJ o;oh1tion to ~ti U. coUect ca 

15 mL di<>tillate. and dilute to ca 50 niL. (Use 2.5 mL H;BO~. and 
1-2 dmp~ imlicator. ancl dilute to ca 2 5 mL if 0.0 11\t HCl i<; to be 
u~ed.) Titrate to end point .. rviake blank detenuination ancl calculate. 

%:\'" = [(mL HCl- mL blnnk) x nanuality X 

14.007 ,x l{lO]/mg sample 

Refet·en:cer,: .TAOAC 31, .561(1949):. 33, 179(1950): 43~ 
689(1960). 

CAS-772.7·37-9 (uitrogen) 
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1.4. FffiRA 

4.6.01 
AOAC Official Method 962.09 

Fiber (Crude) in Animal Feed and Pet Food 
Ceramic Fiber Filter Me-thod 

A. Pr;ncfple 

First Action 19 62 
Final Action 1971 

Revised First Action 1992 
AOCS-AOAC Method 

Cn1de fiber i>:. lc~s) on ignition of dried residne remnining atter 
digesrion of ~ample \YÍth 1 . .:!5% H~S04 and 1.25% X<10H solmion'> 
uader specific conditiom. Ivfethod jo; appl:icable to gn1:im .. menk 
flonrs. feeds. tiber-bearing material. and per fooch tl·om wllid1 fnt 
can be e·xtmct~d to lea-.·e '\Yorkttble re~idue. 

B. Reagents 
(a) Sn{furic arid solution.-0.255 ± o.oo~~v. 1.25 g H~SO.:,.lOO 

mL. Concentration must be checked by titmtion. 
(b) Sodium h.rdroxide soiution.-0.313 ± 0.005~\.'. 1.2 5 g 

NaOH·lOOmL fre~. ornearlvso. from::-,:¡-<hCO~. Conc~utrationmust "" . - -" 

be ched:ed by litration. 
(e) P1·epared ce1 mnic fi be1·.-Plac.:- 60 g: cemmic fibet· ( Cerat!ber. 

S lb·cu fr. E.J. Banell Co .. 700 PmxeU A...-e. S.\~." .. Rentan. \:VA 
9&05 5) in blender. add 800 mL H10. and hlend 1 m.in nt low speed. 

Determine bhmk by freating ca 1 g (d11' weight) of prepared 
ceram.íc fibet· \\·itb acid nnd alkali a_;. in detenninati.on. Con·ect cmde 
fib~f r¿sulh for any hlnnk. which should be n~gli.gibl,; (cal mg}. 

(d) Alcohol.-95% or reagent akohol.metlumol. or Í<;opropanol. 
(e) Antifoam.-Do\Y Comíng C\np. Antifoam A compouud di­

luted 1 -'- 4 wirh mineral spirits or petroleum e:rher. or H20-dilnted 
Amifoam B Emuh.ion (1 + 4). Do not use Anrifo.1m Spray. 

(fJ Bumpil;g chips or granules.-Brokl.'!n Alunclum cn1cil>le~ or 
eq.uivalem gnumle~ (RR Ahmdum 90 mesh. )Joiton Co .. l i'e-.Y 
Bond St. \VorcesteL ~1..A.. 01606) are satisfactory. 
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C. Apparatus 

(a) Digestior;. apparatu.s.-\Vith condenser to fit 600 rnL beaker. 
and hot piare adjustabk to temperature thar. \:Vill bring: 200 naL H 20 
at 25-= to rolling boíl in 15 ± 2 mín. (Available fi-om Labconco Co1v .. 

8811 Pro~pect Ave. K~nsas City. IviO 641.32.) 
(b) Ashi11g dishes.-Silica. V:itreo':lil 70 x 16 mm: or porcelain. 

Coors Ceram.ics Co .. 600 9th St. Golden. CO 8040L No. 60230, or 
equivalent. 

(e) Desiccafor.--\\Tith efficient desic~ant such ~s 4-8 mesh Dri­
erite (CaCI2 i~ nor sati..,.factory). 

(d) Filtmiug devict~ .. -'\Vith Xo. 200 t;~1Je 304 or 316 .stainless 
')teehcreen (\V. S. Tyle1· Iuc .. 85 70 T yler Blvd .. Mentor. OH44060). 
ear,;ilv ;.\·ao;hecl fi.:ee of diaes.tect residue. Eith.e1· Oklahoma S tate filtel' 

~ ~ 

screeu (see Figure 962.09A: available from Labconco, Cot}1.) ·ai· 
modified Califo.núa plastic Büd111er (see figure 962.09B: consist"> 
of2 pi e ce polypropylene pla<:.tic fmmelmarmfachued by l\alge Co .. 
75 Panorama Creek Dr. PO Bi.1X 20365. Rochester. ~---'ll4602. Cat. 
No. 4.:.:!80-0700. 70 mm [with:ont No. 200 s~reen]. or eqnival~nt 
[also availabie from Labconco C011J.]. Seni ~creen ro fílteriug 
-.mtilce of finmc:l. u~ing ,~mall-tip f,oidering iron}. 

(e) Suctton filter.-To acconunmhlte filteting devicer,;. Artach 
suction flask to trap iu1iue \'rith a~pir:ator or other .source ofvac:uum 
with vahe to break -vacuum. 

(f) Liquid preheater.-For preheat1ng H~O~ 1.25% H:S04• and 
1.2:5% };aOH solution~ to bp ofH20. Couvenient >y>tem. <;hown in 
figm·~ 962.09C. ~''nsisb Q[ ':)he~t Cu. tank \vith 3 .;;oib t1f .Ys" (1 O 
lillll) Q<( CT.J tubiug.l2.:5'(3 .81n) loug.Sold~l'inleb andoutlet~ wber~ 
tubing: pa.s~e~ throu_gh tnnk ''n'\lls. Connect ro re±1ux condeu-;er and 
fin \Yith H ~0. Keep H2~) boili:ng tvirh hvo 7 50 watt thennosratically 
controlled hot plates. U ~e T ygon ior iulet le:ad':. to re~ep;oir~ of H 10: 
add~ nnd alkali: use gum rubbet· tubing fot· outlet;. Capncity o f 
prehenter is ndequate fur 60 a nalyses in 8 h. 
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D. Preparati.on ,of Sample 

Reduce sruuple (rift1e is >uitftble) to 100 g and place poft1ou iu 
sealed container for H,O determination. Inuuedíatdv detemúne - ~ 

H-,0. Grind t.~mainder to unifon:n finene'Ss. (\Veber mill·with screen ·- \ 

0.033--0.040" [No. 18 or 20].1V1icromiU [Ho;,okmYa ).1icron Po\vder 
System~. Inc .. 10 Chatham Rd~ Summit. ):JJ 07901] with sct'een 
1125-111({' [No. 18-No. 12]~ and \Viley mill '\\'Íth 1 mnt [No. 18] 
screeu g.ive comparable tineness.) Since most materials lose mois­
ture during grinding. detennine H ~O on ground samp le at same time 
snmple is taken for crude fiber detennination. 

E. Determination 
fu.."tl'flct 2 g g:ronnd mateti.al witl1 ether or petroleum ether (initiai 

boiling temperature~ ~~5-38': dry-t1a~k encl point. 52-60'': ;:::95% dio;tiH­
ing <54''', and ::::60% distilling <40=": specific grnvity at cú='f. 0.630-
0.660: eYapomtion re<,;idue 5;0.002% by weight). If fit Í;;; <l%. extraction 
lllfi)' he omitted. T nmsfcr to 600 uú.. beaket·. avoicling fíber contru.uiua­
tion fi:ont ¡)aper or bruc.h. Add C.'l 1.5-2 . .0 g &:..,· \veight of prqxu·ed 
ceran1ic fibet·. :!00 mL hoiling 1.25% H2SO;~. and 1 drop dilnted 
antit0am. f.Excess an.tiforunmav 2l\"e hie-h res11lts: m.e only if ueces~11Y 

~~ • ._ - ., ,,¡ 

to control ft'~runi.n.g .. ) Bu1upillg chips.. m· granule'> may abo he added. If 
extremdy fine material~ are being analyzed ancl filter~ are to be pre­
coated ·v,:ith a filtet mat. prepare rwo beakers of ceramic fiber m.ixtnre 

fur each .;,ampJe as follmv"J: Add 1.5 g dry \'.-eight of prepared cernmic 
fiber to each lOO nlL he.c1ker. then add 60-75 m.L 0.255.iV .;;ulfitcic acid 
to .each l1e.'lker and allo\Y to c;oak unril precoat c,tep. Place beaker on 
digQtian app:uatus \•.-ith preadjmterl hot p]ate and bail exactly 30 min. 
mt~ting beaker periodically to keep .s.olids from acihering to sides. 
Remo>;e be.aker~ and filte1· as in (a) ot' (b). 

(a) Using Oklahomafiirerscreen.-(1} (Extremdy fine material<. 
only.} Skip to step f2j ifno· filter precoating is necessruy. Precoat the 
filter ~creen as follo\YS: Attach Oklaboma filtet' ~c1·een to vacuum 
fl~1;,k. Ttll11 ou ~uction. ::Vfix \Ye11 the 60-75 mL 0.255N s.ulfuric acid 
and 1.5 g cerauúc fiber mixture previom.ly J.lrepared. Insert the scree11 
into beaker keeping fue e of "A:reenju<..t underthe ~urface oflíquid unti1 
allliqtlid i-; removed. \Vithout breaking suctiou. proceed to ~tep (~j. 

(2i Tum on suction and in~ett ~Screen (IJt-ecoated \Yith ceranúc flber 
ifextremdy finem .. 1terial~ m-e being analyzed) into heakeL keepin,g fue e 
of screenjnst uuder surface ofliquid until all liquid is removed. \Vithout 
breaking suction or rci.sing filter. add 50-?5 m.L boiliug H~O. (\Vot~ 
mpidly to keep mat from beconúug dry.) Remove tilter fi:om beaker and 
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ch11in all H20 ti:om line by rais.ing abo,-e h<tp leYel. Ren11n mat ::md 
res:iclne to beaker by breaking sttction and blowing hack. Add 200 mL 
boiJin¡z 1.25% N~OH ::uxl hoil exac tlv _;;o rnin. Remm,·e beaket·. 

~ ~ 

(3j (Extremely fine mat~t·ials only.) Sltip to stelJ t4) íf no filter 
precoating ¡.,_ nece.,c;,my. Precoat the filter \creen u-;ing the ~econd 
beaker of cerollm.ic mixture lb de<:icribed in E (a)( 1 ). 

(4_) Filter as in E(a)(2j. 'Vithout hreaking: snction. \:tw~h \vith 2~ t11L 
boiliu§! 1 .:!5~'ÍJ. H;:SO.:¡ aud tlu-ee 50 m.L pot1iou:. boiliu~ H;;O. Drain tio:e 
of excess H20 by raisi.ng filter. Lower filter Í11to beaker aud was.h \Yith 
25 ml alcohc~L Dr.aú1 lit1e. break snction. and rentove nmt bv blowin~ ,.,. ~ 

back tbn:mgl1 ftltet ~cn:cu i.nfo ao;,hing dí~h. Pn.1coeed as iu E( t.'). 

(b) Using Cai{/omia Biidmer.-(1) (Extremdy fine materials 
on.ly.) Skip to ste1) (2) if no ±1Iterprecoating i~ neces:;ary. P:recoat the 
fiJter screen a~ íolio,vs: Atta eh Calitl-JomÍH Büclmer to vacuum t1ac.k. 
funuel mmt be level. Do not mm on vacuum. (Nore: Calif011lia 
Bü;;lm~ may be held 1;-\:el aboye yman.m1 fla~k if vaC\l-l..lill ~annot be 
tunned off. ~1i.-x o.vell the 60-75 mL 0.25)N ~ulfüric aci.d aud L5 g 

.;enuuic tib~r mi..""\ro.re previously prepared. Ponr cernmic; fiber.ta,id 
slun"'; i.nto C alifonlia Büchner. Allow to seule 5-1 O ~-- Tnm on 
minim.um Yacuum.ju">t .,ufficient to fon11 cermnic fil>et ··pad:· 

(2J Filter contenf<> of beaker throug::h Büdmer (peecomed v.-ith ce­
mmic fibo·if extremely fine material<> are bei.ng aualyzed).r1n-se beaket.· 
with 50-7 ~ mL boiling H20. aud ,..-ash through Büchner. Repeat v~-ith 
UU'i'e 50 mL f.IOltÍon-:, H20. and suck dty. Ren1ov·e nwt and r~sidue hy 
snappin~ bottom cfBücbner against white tap while covei'ing: stetn with 
tluuub or forefmger ~nd replace in beaker. Adrl200 mi boiling 1.25% 
NnOH and boíl exactly ~'0 nún. Remo,.-e beaker. 

(3i (Extre1nely fine u1at~riah only.) Skip to ·~tep (4) if no filter 
precoatiug i~ nece'>smy. Precoat the íilter '><Creen nsing the ">-econd 
beaker of cer.mnic mixnue a~ described in E{b){l). 

(4J Filter as in .E(b)(.:'J. \Vash '."\-ith 25 mL boiling 1.25% H2S04• 

three 50 mL portionc;, H 20. aud 25 mL alcohól. Remove mat and 
residu;: trano:;.fer to a:.hiug: dish. 

{'-') Trenilll(!IJt ofrcsidue.-Dry mat aud 1·esidue 2 h. at 130 ± 2~:. 
Cool in cler,iccator and \Yei_gh. Ig11ite 30 m.in at 600 ± 15". Caal in 
d~siccatot' aud l'te\Y~.igh. 
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% Cntde ítl.">et in ground ~ample = C 

= (Loss in wei2ht on i21lition -los~ in wei2ht 
of-c~amk fiber b:lank) x 100.-~'"cig.ht s.amplc 

'% e ntde fiber ou de~ired moistm-e bnsis = e 

Rcport rcsults. to 0.1 %. 

x ( 1 00 - ~ ... o moisture desired).i 
( 1 00 - % moisture in, grouud ~'Ullple) 

References: JAOAC 42! 221(1959): 43~ 335(1960): 44, 
567(19ó1): 45. 578(1962): 65~ 265(1982). 

Revis~.d: 1..\farclr 1998 

1.5. CENIZA 

32.1.05 
AOAC Offictal Method 97'3.03 

Ash of Flour 
Olrect Method 

Final Action· 

We-igh 3-5 g well-ruixed sample into shallow. relatively broad 
ashing dish that has b~cn igniterl, cooled in dec;.iccator. and 
\V~ighed c;.oon after reaching room temperatu.re. Ignite in fnmace 
at ca 5 50° ( dul1 red) until lig:ht gray ash results. or to cons.tant 
wcight. Cool in desiccator and weigh soon after reaching room 
temperature. Rc:ignited CaO is satisfactory drying agent for de--,­
iccator. 

Reference: JAOAC 7, 1 32(1923). 

Fuente: AOAC, (1998). 
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APÉNDICE2 

Propiedades termicas del tarwi, harina de tarwi y asilado de tarwi 

Tarwi (Luplnus mutobllls) 
Harina de tarwi deslupinizada y semi-

Aislado proteico de tarwi (92% de proteína) 
desgrasada 

T!!(!!C) 
p k k Cp k Cp 
(kg/m3) (W/m!!C) Cp (kJ/kg!!C) 4> (m2/s) p (kg/m3) (W/m!!C) (kJ/kg!!C) 4> (m2/s) p (kg/m3) (W/m!!C) (kJ/kgiiC) 4> (m2/s) 

10 1261,175 0,243 2,05699 8,97E-08 1395,6487 0,2578 2,0075 8,82E-08 1294,76620 0,21725 2,13214 7,82E-08 

18 1257,847 0,256 2,06739 9,27E-08 1392,3093 0,2681 2,0172 9,17E-08 1290,94350 . 0,22651 2,14136 8,17E-08 

26 1254,453 0,268 2,07744 9,56E-08 1388,8713 0,2780 2,0267 9,5E-08 1287,08070 0,23541 2,15044 8,5E-08 

34 1250,995 0,280 2,08716 9,82E-o8· 1385,3353 0,2874 2,0360 9,81E-08 1283,17810 0,24394 2,15937 8,81E-08 

42 1247,471 0,291 2,09654 1,007E-07 1381,7017 0,2965 2,0450 1,01E-07 1279,23600 0,25211 2,16816 9,11E-08 

so 1243,883 0,302 2,10558 1,03E-07 1377,9708 0,3051 2,0537 1,036E-07 1275,25460 0,25990 2,17680 9,38E-08 

58 1240,231 0,313 2,11428 1,052E-07 1374,1425 0,3133 2,0621 1,06E-07 1271,23400 0,26733 2,18531 9,63E-08 

62 1238,381 0,319 2,11850 1,062E-07 1372,1917 0,3172 2,0663 1,072E-07 1269,20900 0,27090 _?,18950 9, 75E-08 

70 1234,631 0,329 2,12670 1,081E-07 1368,2166 0,3247 2,0743 1,093E-07 1265,12960 0,27778 l,19779 9,98E-08. 

74 1232,732 0,334 2,13067 1,089E-07 1366,1922 0,3284 2,0783 1,102E-07 1263,07500 0,28108 2,20188 1,008E-07 

78 1230,817 0,339 2,13456 1,097E-07 1364,1429 0,3319 2,0821 1,111E-07 1261,01060 0,28428 2,20594 1,019E-07 • 

82 1228,885 0,344 2,13836 1,105E-07 1362,0689 0,3353 2,0859 1,12E-07 1258,93620 0,28740 2,20995 1,028E-07¡ 

86 1226,937 0,348 2,14208 1,112E-07 1359,9698 0,3385 2,0897 1,128E-07 1256,85190 0,29042 2,21394 1,037E-07 

90 1224,972 0,353 2,14571 1,119E-07 1357,8455 0,3417 2,0933 1,136E-07 1.254,15740 0,29336 2,21788 1,046E-07 

94 1222,990 0,358 2,14926 1,126E-07 1355,6959 0,3448 2,0969 1,143E-07 1252,65290 0,29620 2,22179 1,054E-07 

98 1220,991 0,362 2,15272 1,132E-07 1353,5207 0,3478 2,1005 1,149E-07 1250,53820 0,29895 2,22567 1,062E-07 

100 1219,986 0,364 2,15442 1,135E-07 1352,4235 0,3492 2,1022 1,152E-07 1249,47700 L_Q,30029 2,22759 1,065E-07 
Fuente: Datos generados por un programa informático (OptiCad20 12, V. 5.6) en base a las ecuaciones de.Choi y Okos ( 1986). 
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