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Resumen

El presente trabajo tenia como principal objetivo el disefio de un proceso de extraccion de la proteina de
semilla de hule mediante extraccidn isoeléctrica, con el fin de obtener un aislado proteinico, que posteriormente se
estudid para evaluar su toxicidad, su valor nutricional y la funcionalidad del mismo.

Fue posible desarrollar un proceso de extraccion para la proteina de semilla de hule con los siguientes
parametros: relacion harina entre solvente 5%, a 25 °C, durante 60 minutos, con dos extracciones, adicion de acido
clorhidrico y etanol para la precipitacion de la proteina, para finalmente ser aislada mediante centrifugacion-filtrado
y luego de un proceso de secado y molienda obtener el aislado de proteina. El aislado de proteina presentd un
contenido de 23.5 mg lisina reactiva/g proteina y 0.0344 mg HCN (4cido cianhidrico/g producto), estos resultados
indican en primera instancia que la proteina de Temilla de hule no es una fuente proteinica muy buena, sin embargo
no es toxica pues dado el contenido de HCN seri‘ia necesario que un humano de unos 60 kg consumiera alrededor de
1.84 kg en una ingesta para ser intoxicado por este aislado.

Segﬁr;?bs resultados de la presente investigacion, la proteina de hule no es un buen emulsificante, no forma
una espuma estable y no es capaz de formar un gel fuerte y cohesionado. No obstante, el aislado presenta buena
absorcién de agua y aceite, ademfis de humectarse facilmente, las dos primeras propiedades sugieren que el mismo
podria utilizarse en formulaciones alimenticias para salchichas, bizcochos, pan y productos horneados pobres en
absorcion de grasa, por ejemplo: bufiuelos. l

El aislado de proteina presenté cuatro grupos de proteinas detectados por electroforesis de gél con docecil
sulfato de sodio y poliacrilamida o SDS-PAGE (por sus siglas en inglés, sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel),
los grupos hallados presentaban las siguientes masas moleculares: grupo de masa alrededor de 7 a 10 kD, grupo dos
alrededor de 30 a 36 kD, un tercero aproximadamente de 75 kD y finalmente, un cuarto grupo de unos 118 kD.
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Who will only fly
Only fly for freedom

Walk on
Walk on
What you got
You can't deny it
Can't sell it or buy it (Album ATYCLB, U2)

En la Ciudad de Guatemala a los 7 dias del mes de septiembre de 2004, en algin rincén con aires de
Madrilismo y lleno de suefios vistos con los ojos abiertps.
Dixi,




1. Introduccion

A. El problema y su importancia
Guatemala es un pais rico en recursos naturales dado la diversidad de climas que confluyen en su

geografia. Sin embargo, esta riqueza de recursos no se ha traducido en riqueza tangible puesto que los
recursos siguen siendo potenciales. Ademas, en afios recientes, las crisis alimenticias han golpeado a la
poblacion de escasos recursos y adicionalmente las tendencias economicas y comerciales del pais incluyen
el Tratado de Libre Comercio (TLC por sus siglas) firmado con Estados Unidos, que atin no se ha

ratificado, y nuevos TLC en perspectiva con Europa, Chile y quiza Asia.

Guatemala, entonces se debe inclinar al desarrollo industrial que maximice el uso de sus factores de
produccién. De tal manera que este marco coyuntural en el pais debiera abrir las puertas del desarrollo
agroindustrial (entiéndase por agroindustria la practica de la agricultura de manera industrial y mecanizada)
total. Una agroindustria total se refiere a la actividad en el cual se busca la explotacién completa de las
materias primas, aprovechando incluso lo que se considera como desecho. Por lo tanto, es necesario
desarrollar nuevas fuentes alimenticias de bajo precio, que puedan utilizarse para el consumo local, en aras
de ser parte de mercados externos, y de las cuales, se puedan desarrollar subproductos que brinden nuevas

oportunidades de empleo y fortalezcan al pais en una economia de libre comercio.

Hasta hace poco, el cultivo del hule representd un fuerte ingreso para la economia guatemalteca, sin
embargo, los precios empezaron a bajar como consecuencia del aumento de la oferta del hule tras el
desarrollo de este cultivo en paises asiaticos (en la actualidad, la oferta de Guatemala representa menos del
1% de la oferta mundial del hule). La utilizacion de la semilla del hule abre una brecha de explotacion
economica de este cultivo ya que puede agrupar dos industrias: la produccion de aceites para pinturas y la
industria alimenticia. En el lado de la industria alimenticia la produccion de un aislado de proteina puede
constituirse en un alimento alternativo a la proteina animal. La funcionalidad que pueda determinarse del
aislado proteinico también podra permitir que pueda emplearse probablemente como un texturizado de
proteina o un aditivo para otras industrias alimenticias. Durante la extraccion también surgen subproductos
como los almidones, los cuales podran caracterizarse en futuros estudios, y los desechos de la semilla que

tal vez puedan ser una fuente para produccion de energia.

Obteniendo un aislado proteinico de la semilla de hule se estarda frente a una nueva fuente de
explotacién del hule que tiene un valor alimenticio y seguramente un costo bajo, una vez se desarrollen los
procesos y estudios necesarios para su utilizacion. También es necesario tomar en cuenta que en paises
asiaticos tales como Malasia y Camboya, el cultivo de hule es intensivo y la semilla se emplea ya como
alimento para animales, de lograr obtener alimento para consumo humano Guatemala podria obtener
beneficios al dar los parametros para el perfeccionamiento de la tecnologia requerida para producir el

aislado en estos paises.




B.  Hipétesis

Es posible desarrollar un proceso de extraccion mediante el cual pueda obtenerse un aislado proteinico de la
semilla de hule (Hevea brasiliensis) que presente buenma funcionalidad y la ausencia de glucosidos

cianogenéticos.

C. Objetivos

1. General
Desarrollar un método practico para la obtencién de un aislado proteinico de la semilla de hule
{Hevea brasiliensis).

2. Especificos
Determinar las variables de extraccién de la proteina para la obtencion del aislado: relacion
harina entre solvente, temperatura, tiempo de extraccion y nimero de extracciones.

Caracterizar funcionalmente el aiglado proteinico mediante la evaluacién de: efecto del pH y del
calor en la solubilidad de la proteina, estabilidad y capacidad de emulsién, porcentaje de
actividad emulsificante, humectabilidad de la proteina, estabilidad de espuma e incremento de
volumen de espuma, absorcidn de agua y absorcion de aceite.

Evaluar la calidad nutricional del aislado proteinico empleando: test de lisina reactiva vy
determinacién de glucésidos cianogenéticos.

Establecer el peso molecular de las protelnas en el aislado proteinico de la semilla de hule

utilizando electroforésis.




D. Materiales y métodos

1. Preparacién de la almendra. La almendra de semilla de hule se descascara

manualmente, se eliminan las almendras en estado de composicion y a las almendras en buen
estado se separan en sus cotiledones para someterlas a un proceso de secado en horno de
bandejas (Corbett Industries Inc., modelo EC-404-6) a 60 °C por 5 horas.

2. Andlisis proximal de la almendra descascarada. Determinacion de la humedad
en la aimendra (AOAC 27.005, 1975).

— Determinacion de grasa en la almendra (AOAC 27.006, 1975).

— Determinacién de proteina por método de Kjeldahl (AOAC 14.067,1975). El factor
utilizado para convertir g de nitrégeno a g de proteina utilizado fue de 5.046 y no el valor usual de
6.25, pues el valor empleado es el recomendado por la AOAC para nueces del Brasil.

— Determinacién de cenizas (AOAC 5.49,1975).

—  Determinacion de glucésidos cianogenéticos (AOAC 26.151, 1975).

3. Extraccién del aceite de la semilla y obtencién de la harina de semilla de
hule desgrasada. Se fragmenta manualmente la almendra de la semilla, se somete a una
molienda gruesa para obtener una harina y finalmente por una extraccién sélido liquido con
hexano se extrae el aceite de la harina. La harina y el hexano se colocan en erlenmeyers
sometidos a agitacién continua en la incubadora Incubator Shaker, Series 25, New Brunswick,
New Jersey, Estados Unidos , de acuerdo al Diagrama No. 1.



Secado: 5 ha 60 °C, con
aire

Diagrama No. 1. Esquema de extraccién del aceite de la semilla de hule.

El residuo obtenido de la extraccién con hexano se somete a secado en homo (equipo de
transferencia de calor del laboratorio de operaciones unitarias de la Universidad Del Valle de
Guatemala, UVG, marca Electromotores WEG S.A., modelo A 560285) con aire a 60 °C durante
cinco horas, tras las cuales se muele con licuadora y se guarda en bolsas de polietileno selladas
y cubiertas con foil de aluminio.

4. Determinacién de la relacién harina y solvente, temperatura y tiempo

optimo de agitacion para la extraccién de proteina. Se trabaja segun el disefio

experimental presentado y en triplicado cada tratamiento.




Tabla No. 1. Disefio experimental para el estudio de las variables de extraccién de la proteina de
semilla de hule

: e | Proteina extraido (%)
Rel 5 : S
acion harina entrg sojvepte (Yp/v) 15 min | 30 min | 60 min Temperatura (°C)
15 25
40
10 25
40
5 25
40

En primera instancia se determind la curva de solubilidad de la proteina de la harina de
semilia de hule en funcién del pH (entiéndase por pH la escala logaritmica entre 0 y 14 por la
cual se caracteriza una sustancias como acida o basica, siendo sustancias acidas las que tienen
el pH entre 0 y 7; mientras que las sustancias con pH arriba de 7 son basicas), para confirmar la
determinacion del punto isoeléctrico de esta proteina. Se empled la metodologia presentada por
Samayoa (1998).

La harina se disuelve con hidroxido de sodio (NaOH) 0.5 N (0.5 en la escala de
normalidad) (Merck, Alemania, pureza 99% lote B 342698 327), se ajusta el pH (pH metro,
ORION RESEARCH Analog pH meter/modelo 301) a 10 con &cido clorhidrico (HCI) 0.5 N (EM
Science, Alemania, pureza 36.5-38, lote K29648203) y se agita durante los tiempos dados a la
temperatura indicada, se centrifugadora (Centrifugadora marca Garver electrifuge, modelo 208,
836 + 25 rpm) para separar el sobrenadante y éste se lleva a pH 4.0 con HCI 0.5 N. Del
sobrenadante obtenido se analiz6 la proteina soluble remanente mediante el método de
Bradford. Los resultados se graficaron para determinar el tiempo 6ptimo de agitacion que
brindaba la menor cantidad de proteina soluble remanente (mas proteina precipitada).

Una vez establecido el tiempo 6ptimo de agitacion para la extraccién, se analizo el extracto
de proteinas en NaOH 0.5N (obtenido tanto a 25 °C como a 40 °C) mediante el método de
Kjeldahl (AOAC 14.067, 1975) para determinar qué relacion de harina y solvente poseia la mejor
capacidad de extraccién de proteina. Las dos combinaciones de harina entre solvente y tiempos
que presentaron la mayor cantidad de proteina solubilizada (en teoria mayor capacidad de
precipitar proteina) se analizaron estadisticamente mediante una prueba t de Student para hallar
si existia alguna diferencia aparente en la temperatura de extraccion y asi, encontrar la

temperatura de extraccién.

5. Determinacion del nimero de extracciones. Bajo las condiciones de extraccion
establecidas, el residuo de la centrifugacién de la harina se redisolvié en NaOH 0.5 N, esta
operacién se hizo por tres veces. El sobrenadante colectado en cada extraccion se analiz6 segin
Kieldahl (AOAC 14.067, 1975). Los resultados obtenidos se presentan como un Grafico de




numero de extracciones vrs. porcentaje de proteina extraida acumulada. El nimero escogid'o de
extracciones se determind haciendo un analisis costo y beneficio entre realizar una extraccion
mas y el aumento en la cantidad de proteina acumulada.

Obtencién del aislado proteinico. (confrontese Diagrama No. 1. Extraccion de aceite; vy
Diagramas No. 2 y 3).

Diagrama No. 2. Operaciones generales para la preparacién de un aislado de proteina de semilla de hule.
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Diagrama No. 3. Esquema de extraccion de la proteina de semilla de hule, a partir de la harina desgrasada .

Se toma una porcion de harina se disuelve en NaOH 0.5 N hasta llegar a una concentracion
del 5% de harina (porcentaje peso/volumen), se extrae durante 1 hora en el tanque de agitacion
(Cutler-Hamer WEG, modelo FV 22910, laboratorio de operaciones unitarias UVG), el sdlido se
recupera mediante un filtro con bomba de vacio (Nacional Filter Corp., modelo, C SSM-36,
laboratorio de operaciones unitarias UVG) y el sobrenadante se aisla. El residuo sélido filtrado,
se extrae de nuevo con NaOH 0.5 N manteniendo la concentracién de sélidos en el 5%, sefiltra y
el sobrenadante se junta con el obtenido en la primera extraccién. El pH del sobrenadante se
cambia de 10.0 hasta 4.0 con HCI 0.5 N, como coadyuvante de precipitacion se agrega etanol al
95% (Quim Ferkica, Guatemala, pureza 95%) hasta una concentracion de 45% de etanol (% v/v),
se centrifugadora y la pasta obtenida se seca con aire a 45 °C durante 15 horas. Las escamas de
proteina se muelen en un molino con ciclén (marca Udy Corp., Ciclon sample mill, modelo 3010-
D30, Instituto de Investigaciones en Ciencias de Alimentos UVG), se empacan en bolsas de

polietileno, se sellan y se recubren con foil de aluminio.

. masa de CHON extraidas
" masa de CHON a extraer

Ecuacion No. 1. Rendimiento de la extraccién de proteinas.

L g TPE, se refiere a temperatura y presioén estandar: 25 °C y 1 atm. Se utiliza como indicador de que la operacion se
ejecuta a temperatura ambiente y a la presién atmosférica, la cual en la Ciudad de Guatemala, es menor a 1 atm por el
efecto de la altura sobre el nivel del mar (1500 m SNM, aprox.) de dicha ciudad.



6. Analisis del aislado proteinico. Determinacién de la humedad (AOAC 27.005,
1975).

~ Grasa residual segun (AOAC 27.008, 1975).
- Determinacion de proteina por método de Kjeldahl (ACAC 14.067,1975),

~  Determinacion de cenizas (AOAC 5.49,1975).

7. Propiedades funcionales. Segin Food Laboratory Manual del Department of Food
Science and Human Nutrition de la lowa State University. Se evaluaron las siguientes
propiedades (para las dos primeras en lugar de hacer las mediciones de proteina se utilizd el
métado de Bradford) Solubilidad e hidratacion en funcidn del pH, solubilidad e hidratacion: efecto
del calor, estabilidad de emulsion, capacidad de emulsion, humectabilidad, incremento de
volumen de espuma, estabilidad de espuma, muestras en duplicado. Para determinar el
incremento de volumen de espuma se empleé la Ecuacion No. 2.

volumen post-batido — volumen pre-batido
‘ volumen pre-batido

Incremento de volumen(%) = *100

Ecuacion No. 2. Incremento de volumen de espuma

Para evaluar la estabilidad de emulsion, capacidad de emulsién e incremento de velumen
de espuma, se utilizd para la preparacion de la emulsidon o espuma una batidora manual (Black &
Decker, Catalogo No. M-275, de 5 velocidades, trabajando a méaxima velocidad). A continuacion
se detalla l[a metodologia seguida para la determinacidn de la funcionalidad de las proteinas:

a. Materiales

—  Proteina a analizar

— Coomasie blue

— Estandar de proteina Seroalbimina bovina o BSA (por sus siglas en inglés, Bovinum Sero
Albumin) (10 mg/mL)

—  Bicloruro de calcio (CaCly)

~  Acido clorhidrico (HCI) 0.1 N

— Hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N

~  Aceite de girasol + soya (informacidn nutricional: 126 kcal/14 g, acidos grasos saturados 1.7
g/14g, acidos grasos poliinsaturados 9.4 g/14 g, acidos grasos monoinsaturados 2.9 g/l4 g,
vitamina “E” 8.4 mg.

—  Tubos de centrifugadora

— Batidora (Black & Decker, catilogo No. M-275




Mezclador

Barfio de agua

b. Procedimiento

A doce tubos afiadir en duplicado: 0.0, 0.20, 0.40, 0.60, 0.80 o 1 mL del estandar de BSA. Afiadir
agua a cada tubo hasta un volumen de 1 mL.
Afiadir 4 mL de Coomasie, método de Bradford.

Hacer la curva: Absorbancia vrs. mg de CHON

i) Solubilidad e hidratacion —Efecto del pH
Disolver 1.0 g de proteina (CHON) en unos 80 mL de agua. Ajustar el pH a 7.0 con NaOH o HCl
(0.1 N) y llevar a un volumen final de 100 mL (Soln. CHON 1%).
Tarar cinco tubos de centrifugadora. Transferir 10 mL de la solucién de CHON en el primer tubo
de centrifugadora. Ajustar el pH de la solucién remanente de CHON a 6.5 y transferir 10 mL al
siguiente tubo de centrifugadora. Continuar asi hasta tener tubos a pH 6.0, 5.5 y 5.0. Anotar el
volumen de HCI afiadido a cada tubo. Mezclar fuertemente y dejar reposar cince minutos. Agitar
los tubos para re-mezclar por cinco minutos.
Centrifugar los tubos a velocidad maxima por cinco minutos. Medir el volumen de sobrenadante y
precipitado. El volumen de precipitado es una medida del agua ligada a la proteina, la cantidad de
proteina en el sobrenadante es una medida de la solubilidad de la proteina.
Medir la concentracién de CHON con en el sobrenadante con el método de Bradford.
Decantar el remanente de sobrenadante y pesar los tubos de centrifugadora para determinar la
masa del precipitado de proteina.
Resultados: en una grafica concentracién de CHON (en mg) vrs. pH, masa de precipitado (en g)
vrs. pH.

Tomar decisién de a qué pH se hacen los siguientes ensayos.

ii) Solubilidad e hidratacién, Efecto de Calor

Preparar 100 mL de solucién de CHON al 1% en el pH deseado.

Tarar seis tubos de centrifugadora y colocar 10 mL de solucién de CHON en cada tubo.

Poner los tubos en bafios a temperatura de 65, 80 y 95 °C. Dejar un tubo por diez minutos a T°
ambiente, Observar la apariencia de cada tubo,

Centrifugadorar los tubos cinco minutos a velocidad maxima. Medir volumen de sobrenadante y
precipitado. El volumen de precipitado es una medida del agua ligada a la proteina y la caniidad de

proteina en el sobrenadante es una medida de la solubilidad de la proteina.
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Medir la proteina en el sobrenadante con Bradford.

Determinar la masa de la proteina hidratada, removiendo el sobrenadante y pesando los tubos de
centrifugadora.

Graficar: concentracion de CHON (en mg) vrs, temperatura y masa de precipitado (g) vrs.

temperatura.

iii) Estabilidad de emulsion
Tomar 25 mL de soluciéon de CHON 1% al pH requerido y colocarlo en una batidora.
Afiadir 75 mL de aceite de soya. Batir a maxima velocidad por 3 minutos.
Transferir una porcion de la emulsion a un beaker (3/4 lleno). Guardar la emulsion en frio y

observar la estabilidad.

iv) Capacidad de emulsion
Preparar una segunda emulsion con 50 mL de la solucion de CHON y 25 mL del aceite. Batir por
dos minutos a maxima velocidad.
Con la batidora funcionando afiadir aceite hasta romper la emulsién. El volumen total de aceite por

gramo de proteina es la capacidad de emulsion.

v) Humectabilidad
Tomar 1 g de la proteina. Echar la proteina en un beaker de 100 mL con 80 mL de agua al pH
escogido.
Medir el tiempo que toma la proteina en absorber agua o humectarse. Este tiempo se llama la

humectabilidad.

vi) Expansion y estabilidad de espuma
Tomar 100 mL de la solucion de proteina al 1% al pH escogido y batir por cinco minutos a
méxima velocidad.
Transferir la espuma a una probeta v medir inmediatamente el volumen de liquido y de espuma
luego de batido (cero minutos). Dejar la espuma en la probeta y tomar el volumen de espuma a
quince, treinta, cuarenta y cinco y sesenta minutos. '
Calcular la estabilidad y expansion de espuma.

Grifica: volumen de espuma vrs. tiempo y volumen de liquido vrs tiempo.

vii) Capacidad para formar gel (gelificacion)

Preparar solucion a 15% de CHON a pH escogido.
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~ Tomar 50 mL de la solucién en un beaker de 100 mL. Cubrir el beaker con aluminio y coloc-:ar en
un bafio a 80 °C por diez minutos, enfriar.

~ Tomar una segunda porcion de 50 mL de la solucion en un beaker y afadir 45 mg de CaCl,*2H,0.
Colocar en un baflo a 80 °C por 10 minutos v enfriar.

—  Comparar ambos geles segin caracteristicas;

—  Adhesividad: propiedad de adherirse a otros materiales.

Cohesividad: propiedad de pegarse entre si mismo.

Elasticidad: propiedad de la masa de tomar su forma natural luego de una presion blanda.

- Gel suave o de baja cohesividad: superficie granular o lisa,

- Dureza: resistencia a la compresién. Un buen gel tiene cierto grado de dureza,
cohesividad, elasticidad y superficie lisa. Malos geles son blandos y poco duros. Los geles con alta dureza v

baja cohesividad también se consideran malos,

8. Absorcién de agua y aceite. Se realizé utilizando el método de Okezie y Bello, utilizando
centrifugadora (Centrifugadora marca Garver electrifuge, modelo 208, 836 + 25 rpm) por quince minutos,

muestras en duplicado.

9. Actividad emulsificante. Segin método de Yasumatsu, utilizando centrifugadora
(Centrifugadora marca Garver electrifuge, modelo 208, 836 £ 25 rpm), durante 15 minutos y en
lugar de tubos de centrifugadora de 12 mL, se emplearon tubos de 50 mL y las muestras se
analizaron en duplicado. La actividad emulsificante se determiné segin Ecuacion No. 3:

volumen capa emulsificada
volumen total

Actividad emulsificante (%Al) = *100

Ecuacién No. 3. Actividad emulsificante

10. Evaluacién nutricional del aislado. Test de lisina reactiva (De acuerdo a R. Hurrel
et al., 1979)

~ Determinacion de glucésidos cianogenéticos (AOAC 26,151, 1975).

— Determinacién del peso molecular del aislado de proteina. Electroforésis con Gel de
Poliacrilamida y dodecil sulfato de sodio o SDS-PAGE (por sus siglas en inglés, Sodium
dodecyl sulfate- polyacrylamide gel), segin protocolo de Laemmli. Se empled un gel de
separacién con acrilamida al 10%, preparado segun:

4.1 mL de agua doble destilada
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3.3 mL de acrilamida/bis acrilamida al 30%

2.5mL de Tris-HCI 1 M pH 8.8

90 pL de APS 10%

10 uL de Temed

El gel de concentracion utilizado se preparé segun:
2.95 mL de agua doble destilada

0.75 mL de acrilamida/bis acrilamida al 30%

2.5 mL de Tris-HCI 0.5 M pH 6.8

90 uL de APS 10%

10 pL de Temed

Para determinar la cantidad de muestra a utilizar en la electroforésis se hizo una curva de
calibracién de la proteina con albUmina bovina (Gréfico No, 15) y se midié segin método de
Bradford a 595 nm. Se emplearon las si'guientes cantidades de reactivos:

800 pL de agua doble destilada
200 pL de Biorad Protein Assay
10 pl de muestra o estandar.

Dado el andlisis con el método de Bradford se establecidé preparar una solucién de muestra
de 5 mg aislado/500 yL de PBS (fosfato bufferada salino, pH 7.4 a 25 °C, SIGMA, lote
033K8201). De dicha solucién se tomaron 100 pl y se diluyeron en 100 pL de buffer de Laemmli
$B2X, finalmente, de esta solucidn se tomaron 10, 20 y 30 pL de muestra los cuales se
colocaron en la placa de electroforésis. Se colocaron 2, 5 y 10 yL de los estandares de
seroalbimina bovina (BSA) en la placa de electroforésis, a modo de que en los pozos
correspondientes hubieran 0.5, 1.25 y 2.5 ug de BSA. Antes de colocar la muestra en los pozos

correspondientes, la misma se calenté por 3 min a 100 °C y se centrifugd brevemente.

Se empled el marcador de masa molecular de BIORAD estandar para electroforésis se
rango amplio con las siguientes unidades proteinicas: aprolinina, lisozima, inhibidor de tripsina de
soya, anhidrasa carbdnica, ovalbumina, BSA, B-galactosidasa y miosina, con masas moleculares
de 7.10, 20.7, 29.9, 36.2, 52.5, 81, 118 y 207 kD, respectivamente.

La electroforésis se corrié con un buffer de migracién de 25 mM Tris, 192 mM glicinay 0.1%
SDS durante 1 horaa 100 V.




I1. Marco Tedrico

El arbol de hule (Hevea brasiliensis), pertenece al orden de las Euphorbiacea. Este tipo de hule se
conoce como hule del Pard y es cultivado en Guatemala desde 1940 para la obtencién de latex, materia
prima en la produccion del caucho. De acuerdo a los datos del 2003 de la Gremial de Huleros de Guatemala
hacia finales del afio 2002 existian en Guatemala 23,920 hectireas sembradas con arboles de hule en

produccion, esta extension corresponde a 8,784,094 arboles de hule produciendo,

Se estima que un arbol de hule produce entre 650 a 850 frutos por temporada durante una vida de 30
afios, cada fruto contiene 3 semillas (Fetuga et al. 1977). Esto se traduce en un potencial de produccion de
hasta 2550 semillas por arbol. Si este potencial se proyecta con los arboles en produccion actualmente en
Guatemala, generaria 22,399,439,700 de semillas. De acuerdo a Lottman (1981) cada semilla pesa en
promedio unos 5 g, de los cuales alrededor del 50% estan constituidos por la cascara que representa
desecho; por lo tanto, virtualmente pueden aprovecharse en Guatemala hasta 56,000 toneladas métricas de
semilla para preparar algin tipo de alimento para consumo humano. En Guatemala, la semilla de hule se
recoge manualmente pagando jornales por quintal; se utiliza como comida para ganado vacuno y algunos
clones como el IA873, MDF, GT1, GB17 se emplean como almacigos para siembra (Gremial de Huleros de
Guatemala 2003).

El hule es un cultivo importante en regiones del planeta tales como Malasia y Brasil. Dada su
importancia se han realizado varios estudios en estas regiones con el fin de estudiar parte del arbol de hule
que pueden ser explotables, buscando la posibilidad de descubrir nuevas fuentes que hagan del cultive del
hule una agroindustria integral. En virtud de dichos estudios, se encontré como fuente potencial de alimento
la semilla del hule dado su contenido de proteinas (Sovanno et al., 2002) (Samayoa, 1998) (Bressani et al.,

1983) (Selle, 1982) (Lottman, 1981) (Giok et al., 1967).

Los estudios realizados sobre la semilla de hule han encontrado como factor toxico la presencia de
linamarina, un glucésido cianogenético que libera cianuro e inhibe la cadena respiratoria. Sin embargpo,
dado el procesamiento requerido para obtener algin subproducto alimenticio de la almendra la linamarina
se destruye. Segin Devendra (2003), basta con decorticar la semilla, cortarlas en pequefios trozos y poner a
secar al sol los trozos de semilla para lograr niveles seguros del glucésido en la semilla, de tal manera que

el producto producido de la semilla sea seguro para consumo humano.

La semilla cruda sin tratar de la semilla de hule presenta un indice de eficiencia proteinica o PER (por
sus siglas en inglés: protein efficiency ratio), de 0.66 comparado con [a PER de un patrén de caseina 2.54,
la proteina de la semilla de hule apenas cubre un 26% de la que cubre la caseina (Bressani et al. 1983). No

obstante al someter la semilla a procesamiento, las proteinas se desdoblan y en algunocs casos llegan a
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desnaturalizarse. Este hecho ocasiona una mayor disponibilidad proteinica y por lo tanto un aumento en la
PER (Badui, 1999) (Damodaran, 1996) (Pomeranz, 1991).

Lottman (1981) logré determinar que el aceite de la semilla de hule es un aceite secante, (til para la
produccién de pinturas. El aceite se obtiene por extraccidn con solventes: hexano, éter de petrdleo o
isopropanol. El solvente mas ventajoso en la reduccién de los glucdsidos cianogenéticos es el isopropanol,
dejando un contenido de 89 pg de linamarina/g de muestra en la torta residual de la extraccion del aceite; no
obstante, presenta el problema que también arrastra componentes acuosos. El éter de petréleo es menos
efectivo que el n-hexano en la reduccion de linamarina (196 ug de linamarina/g de muestra contra 128 pg
de linamarina/g de muestra con la extraceion del n-hexano) (Lottman, 1981). Segin los resultados del
estudio de aceite, se considera que la mejor alternativa para el procesado integrado de la semilla de hule es

la extraceidn del aceite con n-hexano, extrayéndose un 36% de aceite, segin Lottman (1981).

La torta residual de la extraccién del aceite se hace una harina. Los estudios de Bressani et al. (1983),
hallaron que la proteina de la harina es deficiente en ¢l contenido de lisina, aminodcidos azufrados y
triptéfano. Este analisis de aminoacidos difiere entre distintos autores (Giok et al., 1967) (Bressani et al,,
1983), sin embargo, como lo explica Selle (1981) las diferencias entre autores pueden deberse a factores

naturales en la composicion de las muestras analizadas,

Samayoa (1998) caracterizd la proteina de la harina de semilla de hule fraccionandola segin
solubilidad. Las proteinas de acuerdo a la solubilidad pueden clasificarse en: albuminas, globulinas,
histonas, glutelinas, prolaminas y escleroproteinas. Las albiuninas son solubles en agua y soluciones salinas
diluidas; las globulinas son solubles en soluciones salinas diluidas; las histonas son ricas en aminoacidos
bésicos, son solubles en agua, pero tienen poca importancia a nivel tecnologico; las glutelinas que son
solubles en pH 4cidos o basicos (2 y 12, respectivamente; las prolaminas solubles en etanol entre 50-80%;
por ultimo, las escleroproteinas son proteinas practicamente insolubles (Badui, 1999). Siendo las albtiminas

las de mejor valor bioldgico por sut solubilidad en agua.

Tabla No. 2. Contenido de proteinas de la semilia de hule segiin su solubilidad

Fraccion proteinica | % (p/v) Solubles en
Albaminas 31.8 Agua
Globulinas 16.0 Soluciones de MNaCl
Glutelinas 41.6 Soluciones de NaGH
Prolaminas 2.20 Etanol al 70%
Residuales 8.40 Insolubles.

Fuente: Samayoa, 1998,

El contenido de proteina en la harina de hule desgrasada es de un 20.75 %, la proteina presenta una
curva de solubilidad en funcion del pH similar a la de la soya, con un pH isoeléctrico (pI) de 4.0 en el cual

sdlo un 18.72% del total de proteina est4 solubilizada (Samayoa 1998).
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Grifico No. 1. “Solubilidad de proteinas de la semilla de hule segtin su pH”

Solubllidad de proteinas de harina de hule en funcién del pH

% solubilidad
8

10

o v u T T y '
2 3 4 5 6 T 8

pH

Fuente: Samayon, 1998.

Las proteinas de las harinas son importantes para la tecnologia de alimentos por las caracteristicas
especiales que brindan a las matrices alimenticias en donde estén presentes. Estas caracteristicas son las
propiedades funcionales; de acuerdo a Pomeranz (1991) las propiedades funcionales denotan caracteristicas
que gobiernan el comportamiento de las proteinas durante el procesamiento, almacenamiento y preparacion
de alimentos que las contengan, afectando directamente la calidad de los alimentos y su aceptacion. De
acuerdo a Hermansson (1979), las propiedades funcionales son producto de un mosaico de diferentes

factores que pueden representarse grificamente mediante un Diagrama de Venn.
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Figura No. 1. Factores que influencian las propiedades funcionales de proteinas en alimentos

Parametros de
procesamiento

Fuente de la i

proteina

Otros

componentes

Propiedades
funcionales

Tabla No. 3. Reseiia de las propiedades funcionales de las proteinas alimenticias

Funcioén Mecanismo Alimento Tipo de proteina
Solubilidad Hidrofilia Bebidas Proteinas del suero lacteo
Viscosidad Fijacion de agua Sopas, caldos, aderezos, | Gelatina
postres
Fijacién de agua § Puentes de hidrégeno, | Salchichas, bizcochos y | Proteinas del musculo y
hidratacién ionica pan del huevo

Gelificacién

Cohesion-
adhesion
Flasticidad

Emulsion

Formacion de

espuma

Fijacién de grasa
y sabhores

Inmovilizacion de agua

Interacciones hidrofobicas
y puentes de hidrogeno
Interacciones hidrofébicas,
puentes disulfuro
Adsorcidén y formacion de
pelicula en la interfase
Adsorcidn en la interfase y
formacion de pelicula

Interacciones hidrofobicas

Carnes, geles, bizcochos y
queso

Carnes, salchichas, pastas,
productos horneados

Carnes, productos
horneados

Salchichas, sopas,
bizcochos, aderezos
Batidos ornamentales,
helados,  bizcochos vy
postres

Productos horneados

pobres en grasa, bufiuelos

Fuente: Damodarag, 1996.

Proteinas musculares,
proteinas del huevo y
lacteas

Proteinas musculares vy
del suero lacteo

Proteina musculares y de
cereales

Proteinas del masculo, la
leche y huevos

Proteinas lacteas y del
huevo

Proteinas  lacteas, del
huevo v de los cereales

Las proteinas poseen un valor nutricional es funcién de su contenido de aminoécidos esenciales y su

digestibilidad. La digestibilidad de una proteina se ve afectada por presencia de factores antinutricionales,

tratamientos térmicos que desencadenan modificaciones en los aminoacidos y cambios en la composicion

de la proteina producidos durante su extraccion y fraccionamiento (Damodaran, 1996). No obstante, con la
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combinacion adecuada de variables de procesamiento es posible la extraccion de proteinas que mantengan
una buena funcionalidad y un buen valor nutricional. La extraccién de proteinas se hace principalmente con

varios fines:
— La mejora del valor nutricional mediante la eliminacién de sustancias toxicas o poco digeribles.
~  Mejora de caracteristicas organolépticas separando sabores y olores indeseables.
—  Obtencion de nuevas fuentes de alimento alternas a la proteina animal.

—  Valorizacion de subproductos que maximicen la rentabilidad de una industria, a través de un

manejo global (Linden y Lorient 1994),

La aptitud de una proteina para ser extraida depende de factores tales como: la heterogeneidad de la
materia prima, es decir, el contenido de diversas proteinas y de estructuras polisacéridas, pigmentos, etc.; su
desnaturalizacion, provocada por pH, temperatura o fuerza iénica; tamafio v forma de las moléculas, en
especial cuando se emplean tecnologias de filtracién para la purificacién; finalmente, la polaridad y el
poder de fijacion sobre lugares cargados de polimeros sdlidos, factores importantes cuando la purificacion

también requiere de un fraccionamiento proteinico (Linden y Lorient, 1994).

Los métodos de extraccion proteinica son diversos y en general adaptables a diferentes materias primas
(Ohren, 1981; Rivas et al., 1981; Rao et al., 2002). Los extractos proteinicos se clasifican en funcion del
contenido de proteina en el producto final, de tal manera que se puede tener: harinas con <70% de proteina,
concentrados con 70 a 85% de proteina y aislados con > 85% de proteina. Los aislados provienen de un
proceso especifico, €l cual consiste en poner en solucion la proteina y luego extraerla, bien sea por
precipitacion, lixiviacion, filtracién o fijacion en soporte activo y una elucion posterior. Una vez obtenido el
extracto este se purifica por un método como la centrifugacion y se seca para obtener finalmente el aislado.
Cuando la materia prima proteinica es una semilla oleaginosa se extrae primero el aceite bien sea mediante
el uso de solvente o por un proceso de prensado (Linden y Lorient, 1994; Hoare et al., 1983). Los métodos
de aislamiento proteinico presentan una gran selectividad y son poco desnaturalizantes, de acuerdo a Linden

y Lorient (1994) pueden evaluarse mediante los siguientes parametros:
— El rendimiento definido por la Ecuacion No, 1:

‘e masa de CHON extraidas
" masa de CHON a extraer

Ecuacién No. 1. Rendimiento de la extraccién de proteinas.

— La selectividad del proceso, parametro que no se estudia en la industria alimenticia.

— El coste de la extraccion: velocidad de extraccion (masa de CHON/unidad de tiempo) y
cancentracion del producto.




HI. Resultados y Discusion

Algunos afos atras, el descubrimiento cientifico mas importante fue la clonacion de la oveja Dolly.
Recientemente, cientificos brasilefios anunciaron haber descubierto el genoma del café. Los horizontes de la
ciencia crecen a un ritmo vertiginoso en el que las acciones de investigacion se van {ransformando en
reacciones v en el cual se vive en un constante llamado a ser participes de dichos movimientos. Ademas,
estos movimientos avistan una economia globalizada en la que el poder sea de quienes pueden desarrollar
cosas nuevas. En aras de este desarrollo, Guatemala deberia trabajar en la explotacion de recursos naturales
que hoy en dia son desaprovechados; por ello la produccion de cosas ttiles a partir de los recursos naturales
mal utilizados o que han dejado de ser una fuente econémica fuerte tal y como se explotan actualmente, se

convierte en una alternativa viable para el desarrollo del pais.

Las estadisticas de la Gremial de Huleros de Guatemala muestran que para el afio 2001 existian 546
fincas en Guatemala con una extension sembrada con hule de 54,222 ha, en las cuales se hallaban 8,075,556
arboles de hule produciendo y 652,872 arboles en proceso de desarrollo. Para el afo 2002 las mismas 546
fincas contaban con una extension sembrada de 60,782 ha, de continuar con esta tendencia de crecimiento
podria estimarse que para 2004 estarian produciendo aproximadamente unos 9,000,000 de arboles de hule,
si cada arbol tiene una produccion de unas 2,550 semilla por temporada se estaria pudiendo aprovechar
22,950,000,000 de semillas, que tal como se expone en los resultados de Lottman 1981 (una semilla pesa
aproximadamente 5 g, de los cuales 2.5 g son de almendra aprovechable) generarian 57,375 toneladas
métricas de semilla para explotar y producir el aislado proteinico. Asi, considerando lograr un proceso con
un 90% de rendimiento en la extraccion de proteina, es decir, extrayendo un 23.70 % del 26.33% de
proteina total en la harina desgrasada de semilla de hule, en teoria, es extraerian alrededor de unas 13,600

toneladas métricas de aislado de proteina de hule.

Si a estos datos de estadistica agronomica se afiaden los de estadistica econdmica, en los cuales la
Gremial de Huleros de Guatemala informa que las ventas locales y exportaciones del hule como sélido y
latex entre los afios 2001-2002 sufrieron un retroceso marcado, puesto que unicamente aumentaron las
exportaciones a Colombia, Chile y Venezuela (aunque el maximo aumento apenas fue un 5.42% en las
exportaciones a Colombia), mientras que tanto las ventas locales, como las externas (México, Costa Rica,
El Salvador, Inglaterra y la Repiblica Dominicana) bajaron incluso hasta un 55%. Agrupando los informes
de venta de hule sélido y latex entre 1981 a 2001 han tenido un decrecimiento paulatino desde 1998,
tendencia marcada y continua, a la cual se le afiade el hecho que la inica manera de cotizar el hule para su
venta mundial es la bolsa de hule de Singapur en la que el precio del hule segin el tipo clonal y el mes

oscilo entre un minimo de 0.11517 $/1b y un maximo de 0.32528 $/1b.

Por lo tanto, los factores econdmicos y agricolas presentados aunque son meras estimaciones, motivan
la busqueda de nuevas fuentes de explotacion del hule y por ende el presente trabajo es un atin de

exploracion con vistas al hallazgo de nuevas formas de explotacion del hule.
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A. Composicion de la semilla de hule

Estudios anteriores respecto a la semilla de hule han iniciado con el analisis de la materia prima en su
estado natural, sin embargo, el presente estudio parte desde el analisis de la materia prima previo secado al
sol. El contenido de grasa o extracto etéreo encontrado (refiérase Tabla No. 4) encaja perfectamente con lo
reportado por Giok et al. 1967, aunque difiere de los datos de Selle et al. 1983; en el caso de la proteina, el
primer estudio citado reporta un contenido mayor de proteina en la almendra de semilla de hule, mientras
que, el del segundo, informa un valor equiparable al hallado en el presente estudio. Estas diferencias, al
igual que las observados en el contenido de carbohidratos, humedad y cenizas se deben en gran medida, por
no decir que totalmente, a la diferencia en la fuente de obtencién de las semillas puesto que al ser de
diferente fuente, seguramente también son de distinta variedad (distintos clones). Para fines comparativos,
el dato mas importante de resaltar es el contenido de glucésidos cianogenéticos (como mg HCN/g muestra),
el hecho de utilizar semillas secadas al sol disminuye aproximadamente el contenido de dicho factor tdxico

unas 10 veces respecto al de semilla cruda estudiado anteriormente (Giok et al., 1967 y Selle et al., 1983).

Econdmicamente hablando, la disminucién de los glucdsidos cianogenéticos mediante un proceso
gratuito, la luz solar, abre la posibilidad a que la explotacion de los materiales de la semilla de hule sea

interesante en términos productivos.

Tabla No. 4. Composicién proximal de la semilla de hule (Hevea brasiliensis)

Presente estudio | Giok et al. 1967° | Selle et al. 1983

Grasa (%) 32.35+222 323 48.0+05
Proteina (l_%)' - : 14.84+0.16 27.0 185+ 1.0
Carbohidratos (%) 4298 +2.23 34.7 ND
Humedad (%) 6.08  0.07 3.6 33
Contzas (%) o 3724024 24 34401

Giucésidos cianogenéticos (mg
HCN/100g)"

34440313 330

o5
—
N
2

a: Base himeda, expresados en funcién.

b: Giok et al. 1967. ND: No hay datos dispenibles.
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Finalmente, en la Tabla No. 4, la diferencia primordial se observa en el contenido de carbohidratos.
La cantidad de carbohidratos reportada en el presente estudio, se determino por diferencia, luego del
analisis proximal, sin embargo, en dicho anilisis no se incluyo el contenido de fibra cruda, razon por la cual
el valor de 42.98 + 2.23 % de carbohidratos, no representa un valor real. No obstante, la presencia de
carbohidratos en la semilla de hule es un indicador de que probablemente sea posible el aislamiento de
almidones que tengan un valor importante para la tecnologia de alimentos, cuya extraccién podria

integrarse eventualmente en la separacion del aceite y las proteinas de la semilla de hule.

B. Extraccion del aceite de la semilla de hule

Lottman en 1981 fue el pionero en la investigacion y caracterizacion del aceite de la semilla de hule.
Su estudio evalud tres métodos de extraccion del aceite y concluyd que dicho aceite podria tener una
relevancia en la produccién de pinturas debido a las propiedades secantes. En los métodos empleados por

Lottman se incluia el uso de una prensa hidraulica utilizando calor y extraccién tipo Soxhlet con solventes.

Dado que el presente estudio es precursor en la caracterizacion de la proteina de semilla de huie se
decidio disefiar un proceso que no incluyera calor para la extraccion del aceite, razén por la cual se
descartaron los métodos de Lottman, aunque dichos estudios si sirvieron para determinar el solvente de
extraccién: hexano; pudo haberse utilizado iso-propanol o éter de petroleo como solventes de extraccion,
pero el primero de acuerdo a la caracterizacion del aceite de Lottman presentaba e! problema de la
extraccion de componentes hidrosolubles, mientras que el segundo no es un solvente comin de uso

industrial debido a su alta inflamabilidad.

En vista de los antecedentes se opté por hacer la extraccién mediante una lixiviacion. Esta como
operacion de transferencia de masa de tipo contacto, segiin McCabe, Smith y Harriot 1999, se ve limitada
por la difusividad de las moléculas del aceite en el hexano. En un equipo de contacto continuo la Ecuacion

general de transferencia de masa puede describirse mediante la expresion:

_ATAG O
R*D

F

Ecuacion No. 4. Expresion de la cantidad de masa transferida: “F”, Ecuacion general de transferencia de masa.

A = gradiente, bien sea de concentracion, eléctrico, presién u otro tips; Ay = drea de contacto interfacial, 0,.. = tiempo de

residencia en el area de contacto interfacial; R = resistencia y I = difusividad molecular.

El proceso de extraccion del aceite se disefid manipulando las variables de la Ecuacidon No. 4 que
fueran posibles de modificar, en primera instancia, se hizo una harina de semilla de hule seca, esto con dos

fines fundamentales: aumentar la difusividad de las moléculas de aceite en el solvente puesto que con una
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menor cantidad de agua existirian menos moléculas de agua que interfiriesen con la difusiéon de las
moléculas de aceite chocando con las mismas; el otro fin era crear la mayor 4rea posible para la
transferencia de masa. Los largos tiempos de extraccién se pusieron asi para aumentar el tiempo de
residencia; la manipulacion de las cantidades de solvente y harina, junto a la agitacién, tenian como fin
crear gradientes de velocidad y concentracién para aumentar la transferencia de masa; de tal forma que se

sigui6 el proceso mostrado en el Diagrama No. 1.

En el Grafico No. 2, se observa como se modifico el contenido de proteina y extracto etéreo (grasa)
en la harina de semilla de hule luego del proceso de extraccion, el contenido de grasa bajé de un 32.35% a

un 7.82%, mientras que la proteina se concentrd de un 14.84% a un 26.33 %.

Grifico No. 2. Variacién del contenido de proteina y grasa en la harina de semilla de hule entera y Ia
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El rendimiento de extraccion de aceite bien podria medirse utilizando un analogo de la Ecuacion No.
I y sustituyendo los valores de proteina por los de grasa. De esta manera se tiene un rendimiento de
extraccién de grasa de un 75.83%, este porcentaje se podria mejorar haciendo un proceso combinado de
prensa hidraulica utilizando calor (a una temperatura que garantice que la proteina no se dafie, tema
discutido mas adelante en esta seccion) y completando el proceso con una lixiviacion. Ademas, dado la
crisis energética mundial, podria evaluarse la posibilidad de la utilizacion de este aceite como fuente de

acidos grasos para la produccion de ésteres de etilo utilizados actualmente como biocombustibles sustitutes
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Grifico No. 3. Solubilidad de proteinas de la semilla de hule segiin su pH
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De acuerdo a las caracteristicas de solubilidad de la proteina de semilla de hule (Grafico No. 3) se
escogid un aislamiento por precipitacion isoeléctrica, como solvente, se eligié el hidroxido de sodio
(NaOH), porque este permite la solubilizacion de la mayor cantidad de proteina posible a un pH basico
(alrededor de 9 o 10). Damodaran (1996) establece que a pH demasiado basico, por encima de 10.0, se
promueve la racemizaciéon de aminoacidos incluso a bajas temperaturas, reaccion que puede extenderse
debido a la agitacion requerida para la solubilizacion de la proteina durante un tiempo dado, por lo que es
importante tener en cuenta no solubilizar la proteina a pH demasiado basico porque de inicio se estaria
dafiando tanto su funcionalidad, como su calidad nutricional, factores que deben mantenerse a lo largo del

proceso de extraceion.

Al igual que la extraccion del aceite, el estudio de variables de extraccion se disefio tomando en
cuenta los parametros de transferencia de masa de la Ecuacién No. 4 posibles de manipular. Dentro de los
parametros de la Ecuacion No. 4, se tuvieron en cuenta los siguientes puntos directrices para el disefio
experimental. escogencia del solvente; tipo de proceso: segin Stavrinides et al. (1993) se obtienen
precipitados de proteina con particulas méas compactas utilizando procesos por lotes en lugar de procesos
continuos; se desconocia el efecto de la temperatura en la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas
de la semilla de hule, por ende en vista a no daifiar la proteina se utilizaron temperaturas de extraccion que
garantizaran la no desnaturalizacion de las proteinas (25 °C y 40 °C); mantener de trasfondo del disefio del
proceso el tiempo, pues este es sin duda alguna uno de los principales factores economicos que mas

adelante determinarén la viabilidad del proceso.




24

1. Determinacién de la relacion harina y solvente para la extraccién. Por determinarse
que el proceso seria por lotes y segiin la Ecuacion No. 4 el gradiente de concentracion para un proceso por
lotes debe ser fijo, razon por la cual, la extraccién debia Ilevarse a cabo a una relacion de concentracion
establecida. Se escogieron como relaciones de harina entre solvente de estudio 15, 10 y 5% (porcentaje
p/v), porque como los demuestran los resultados de otras publicaciones de extraccion de proteinas
(Beauchat et al., 1975, Rivas et al., 1981) a relaciones mas altas de harina entre solvente el solvente tiende a
saturarse de soluto y tal como lo explica Stavrinides et al. (1993) y McCabe et al. (1999), esto resulta en

que el soluto que ya se habia disuelto comience a insolubilizarse.

Para esta parte del experimento se produjo el aislado bajo las condiciones establecidas en la Tabla No.
3. En el sobrenadante del precipitado se determing la cantidad de proteinas solubles mediante el método de
Bradford; este método se utilizd dada su rapidez v su especificidad sobre proteinas solubles a pH acido, tal
como era el caso del sobrenadante de la precipitacién (pH = 4.0). Para determinar que relacion harina entre
solvente era la ideal para la extraccién se halld bajo que condicion (15, 10 o 5%) quedaba menos proteina
solubilizada en el sobrenadante de la precipitacion, porque menos proteina soluble era un indicador de mas
proteina precipitada y por lo tanto, mas proteina solubilizada inicialmente en el solvente de extraccién. Los
resultados del Grafico No. 4y la comparacibn del Grafico No. 5, muestran que la extraccion de proteina a
diferentes relaciones harina entre solvente, difiere considerablemente con 15 minutos de extraccién (en los
que la mayor cantidad de proteina precipitada se dio al 5% harina entre sclvente), sin embargo, alos 30y a

los 60 minutos no se logra establecer una diferencia marcada.

Grifico No. 4. Comparacion de tratamientos para la extraccién de la proteina de semilla de hule

(Hevea brasiliensis)
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Por ello, para lograr establecer la diferencia entre estos tratamientos se establecié mediante un analisis
de proteina total por el método de Kjeldahl, evaluando los extractos en las tres relaciones harina entre
solvente, a las dos temperaturas y a los sesenta minutos, determinandose finalmente que la relacién harina
entre solvente a utilizar debia ser el 5% (Tabla No. 5). En dicha Tabla se observa que utilizando la harina
entre solvente en una relacion al 5% tanto a 40°C como a 25 °C se extrae un mayor porcentaje de proteina

que en los casos de la relacion harina entre solvente 10 y 15%.

Grifico No. 5. Comparacién entre diversos tratamientos de extraccién
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Tabla No. 5. Porcentaje de proteina de semilla de hule extraida durante 60 minutos a diferentes

relaciones harina entre solvente y 2 25 °C y 40 °C

% Proteina extraida
Harina entre solvente (% p/v)

@25°C | @40°C

5% 71.67 80.61
10% 60.34 73.72
15% 55.16 73.04

EEITERIDAD DEL VALLE DE GUATEMALS
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Adicionalmente, en el Apéndice (Grafico No. 17, Tabla No. 11) se hace un analisis matemético de
extrapolacion para determinar qué hubiese sucedido de utilizar relaciones harina entre solvente menores al
5 %. Se aprecia una tendencia a un aumento en la cantidad de proteina extraida al disminuir la relacion
harina con solvente, esto seguramente como consecuencia del aumento en el gradiente de concentracion.
Bajar la relacion harina y solvente aparentemente seria beneficioso, por lo cual, probablemente es
recomendable que mas adelante se hagan estudios usando relaciones entre harina y solvente menores que la
utilizada en el presente, estableciendo un balance econdémico: determinar qué tanto mejora el proceso, el

costo del solvente ahorrado, costos de equipo para bombeo, etc.

2. Efecto del tiempo de extraccion. En el Grafico No. 4 no se marca una clara diferencia entre
la extraccién por 30 minutos y la de 60 minutos. Se escogié como tiempo de extraccidn 1 hora sobre la ¥2
hora como factor de seguridad tomando en cuenta la Ecuacion No. 4. Empero, se considera recomendable
hacer un estudio mas detallado de qué pasaria si la extraccién se hiciera durante un tiempo intermedio entre

los 30 y los 60 minutos, pues esto tendria beneficios economicos para el proceso a escala industrial.

3. Efecto de la temperatura en 14 extraccion. En la Tabla No. 10 del apéndice se muestran los
% de proteina extraidos a 25 °C y 40 °C. Para hallar evidencia de si la diferencia entre los datos
experimentales en cuestion tenia un peso fuerte en la ponderacién de los resultados finales se utilizé un
“test de student (confrontese Apéndice). A través de este analisis se confirmo el siguiente enunciado: £/
porcentaje de proteina de semilla de hule extraida con una relacion harina entre solvente al 5%, extraida
durante 1 hora y a 25 °C no es diferente del porcentaje de proteina extraida por 1 hora, en relacion harina
entre solvente al 5% a 40 °C con una significancia del 95% (corresponden a la misma poblacion). Dado la
anterior comprobacion, se opté por realizar el proceso a temperatura ambiente (25 °C) principalmente por
economia, ya que el no requerimiento de temperatura implica un ahorro en el uso de energia para el

calentamiento.

4. Ntumero de exfracciones. La termodinimica, conceptualiza el término eficiencia, la cual
limita los procesos reales a un intervalo de acercamiento infinito a la idealidad (100% de eficiencia, que no
se puede alcanzar jamas). Sin embargo, un proceso puede aumentar su eficiencia utilizando caminos
alternos a la idealidad, generalmente, aumentando sus etapas; por ello para aumentar la cantidad de proteina
extraida se estudié cuantas etapas era posible aplicar para obtener una concentracion de la proteina que

generase un interés para la tecnologia de alimentos. Los resultados se muestran en el Gréfico No. 6.
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Grifico No. 6. Determinacion del niimero de extracciones necesarias para producir un aislado de

proteina de semilla de hule (Hevea brasiliensis)
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Analizando el Grafico mencionado, se observa que luego de tres etapas la extraccion de la proteina es
casi total. Para la produccién del aislado de proteina se establecié la necesidad de aplicar dos veces el
proceso de extraccién, esta escogencia se hizo fundamentalmente por consideraciones economicas: entre la
segunda y la tercera extraccion apenas se concentra un 3% la proteina, este 3% tendria un costo muy grande
porque implica 1 hora mas de proceso, més solvente, més costos de bombeo, etc. Por ende, para mantener el
proceso atractivo para la industria se fijaron dos extracciones. En futuros estudios, podrian aplicarse las
‘ sugerencias en cuanto a tiempo de extraccién, relacidn harina entre solvente mas baja que la utilizada en el
actual estudio y asi, quizd, pueda hacerse el proceso con dos extracciones, en menos de dos horas y

gastando una menor cantidad de solvente y minimizando el consumo de energia.

D. Obtencién del aislado de proteina de la semilla de hule.

En la produccion del aislado de proteina el factor limitante fue el equipo con el que se contaba. Las
condiciones experimentales eran bastante controlables por ser a microescala y con instrumental de
laboratorio; sin embargo, en la planta piloto debe ponerse especial atencion varios factores que aseguren la
obtencion del producto deseado y el equipo utilizado no necesariamente tendré los mismos efectos sobre el

producto que los factores de proceso en laboratorio. Inicialmente debe tenerse en cuenta que, para la
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produccion del aislado de proteina de semilla de hule, debe utilizarse equipo especial, los liquidos que se
manejan son altamente corrosivos por lo cual es recomendable la utilizacion de tuberias de polipropileno,
equipo de acero inoxidable, vidriado de aspas de agitacion, etc. Conjuntamente, con la corrosividad del
liquido (acido y base) el extracto de proteinas tiende a ser altamente viscoso, razdn por la que en un
momento dado ya no podra tratarse como fluido newtoniano, consecuentemente requerira de otras cargas de
potencia para su transporte; este aparente problema se puede evitar siempre que se minimice o se haga nulo
el transporte de fluido altamente viscoso (v.g. utilizar el mismo reactor para la disolucion de la proteina y su

posterior precipitacion).

La extraccion de la proteina se realizd en un tanque de agitacion con capacidad de 40 L, la capacidad
utilizada del tanque fue de 9 L y el agitador era un agitador no centrado (ver Figura No. 3). Segun las
condiciones experimentales determinadas, se debi6 extraer alrededor de un 90% de proteina, sin embargo,
en la Tabla No. 6 se observa que inicamente se extrajo un 64.23% de proteina. Este hecho puede explicarse
probablemente por varias consideraciones teoricas; segiin Dahlstrohm et al. (1999) y McCabe (1999) el
flujo dentro de un tanque de agitacion es de tres clases: radial, tangencial y longitudinal, Los primeros dos
flujos se generan alrededor de la hélice, mientras que el flujo longitudinal es el que transporta masa a través
de todo el tanque, ayudando a mantener en 'suspensi(’m las particulas, por lo tanto, el no utilizar el tanque a
su capacidad total provoco el corte del flujo longitudinal razén por la cual probablemente no se pudo

suspender adecuadamente las particulas de proteina y por ende no se extrajeron como se esperaba.

e

Figura No. 2. Patrén de flujo en un tanque con agitacion con el agitador no centrado.

El estudio de las variables de extraccion mediante precipitacion isoeléctrica de la proteina de semilla
de hule se realizd en un laboratorio. Durante esta fase del proyecto fue notoria la formacion automética con
la caida del pH hasta 4.0 de un precipitado con particulas cohesionadas y de color similar a la harina de la

que se obtuvo.

En la planta piloto, la precipitacion isoeléctrica de las proteinas se hizo mediante una agitacion
manual mientras se agregaba el 4cido clorhidrico para llegar al punto isoeléctrico. El precipitado formado
mediante este proceso no present6 formacién de agregados de particulas, la proteina precipitada mas bien
era una suspensidbn que no tenia la suficiente compactacion de particulas para separarse mediante

centrifugacion.
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Probablemente, de nuevo los resultados puedan explicarse mediante consideraciones tedricas. Las
siguientes consideraciones tedricas se basan en el trabajo de Stavrinides et al. (1993) respecto de los
parametros ingenieriles para la precipitacion y purificacion de proteinas; en una precipitacion proteinica
influyen varios parametros: la nucleacién, el crecimiento y ruptura de los agregados de particulas, y en
general, la cinética de contacto entre el agente precipitante y el ente a precipitar. La nucleacidn o formacidn
de los primeros agregados de particulas se induce mediante energia, es decir, agitacion; esta operacion
también marca ¢l radio de accion de los otros dos pardmetros, una agitacion fuerte, rondando en el régimen
de flujo turbulento, promueve una alta tasa de choque entre agente precipitante y ente a precipitar, por lo
tanto, la formacién de particulas compactas que precipiten y sean separables por otra operacion unitaria
subsiguiente. No obstante, estas condiciones no se vieron favorecidas por la agitacion manual y
seguramente esto explique el porqué la proteina no precipité de manera que fuera separable. Ademas,
Damodaran (1996) recomienda como agente precipitante el acido sulfurico, que a diferencia del acido
clorhidrico presenta una mayor extensién de choque con las particulas a precipitar y es nienos

desnaturalizante.

Para lograr la formacién de agregados proteinicos compactos se utilizo etanol al 45%. Este solvente,
de acuerdo a la teoria de solubilidad de préteinas, tal como lo explica Li Chan (1996), tiene el efecto de
cambiar la fuerza idnica del medio, provocando la precipitacion de una pasta proteinica. Dicha pasta se secod

y se moli6 para obtener finalmente el aislado proteinico.

1. Composicion del aislado de proteina. La Tabla No. 6 indica la composicion proximal del
aislado de proteina de semilla de hule. Comparado con el aislado de frijol fresco y el de soya, el aislado
obtenido tiene menor cantidad de grasa, probablemente porque los dos aislados con que se compara fueron
obtenidos mediante una precipitacion isoeléctrica, mientras que el aislado de proteina de semilla de hule
ademas de la precipitacion isoeléctrica se le agregd etanol que pudo haber acarreado grasa y en

consecuiencia su menor contenido de grasa.

La proteina esti en mayor concentracion en el aislado de frijol fresco y de soya que en el aislado de
semilla de hule, mientras que los carbohidratos en el aislado de semilla de hule practicamente doblan el
contenido de estos en el aislado de frijol fresco y el de soya. Podria pensarse que esto es consecuencia que
dentro de los carbohidratos del aislado de semilla de hule se incluye también la fibra cruda, lo cual no es
cierto para sus contrapartes comparativas. Sin embargo, esto puede estar dando indicios de que la adicion
de etanol en el sistema de precipitacion fue perjudicial, en el sentido de que también precipito algunos

carbohidratos.
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Tabla No. 6. Composiciin del aislado de proteina de semilla de hule (Hevea brasiliensis) obtenido

mediante precipitacién isoeléctrica

Presente estudio | Aislado de frijol fresco” | Aislado de soya"
Grasa (%) 1.08 +0.04 3.9 4.35
Proteina (%) 64.23 +132 75.6 7397
Carbohidratos (%) | 17.38 £2.01 8.2 8.33
Humedad (%) 13.64 = 0.06 6.6 7.59
Cenizas (%) 3.66+0.21 24 398

Fuente a y b: Vasquez Mata 2004.

Adicionalmente a la probable coprecil‘aitaci()n de carbohidratos por la adicién de etanol la baja tasa de
extraccion de proteinas (rendimiento segin Ecuacion No. 1 de 65.10%), también debe considerarse las
operaciones de proceso entre la primera y la segunda extraccion. Entre estas dos operaciones existe un paso
de filtracion para recuperar la harina que se sometid a una pri]mera extraccion y redisolverla en el hidroxido
de sodio: no se realizo un rendimiento de la filtracion por tal razon, existe la posibilidad de que este filtro
utilizado no haya sido adecuado para los propositos del proceso, porque no recuperé convenientemente la
harina, asi, en la segunda extraccion habia menor cantidad de harina, y por lo tanto, menor cantidad de
proteina a extraer (nétese en el Grafico No. 6 que durante la primera extraccion se extrae un 65% de la
proteina y dicho porcentaje aumenta por encima del 90% con la segunda filtracién). Como alternativas
debiera estudiarse esta etapa de filtrado de acuerdo a lo establecido por McCabe (1999) para evaluar las
caracteristicas de compresibilidad de la torta de harina formada durante la filtracion y asi, determinar las

condiciones operativas del filtro o bien, considerar en esta etapa la utilizacion de un filtro centrifugo.

De acuerdo a los establecido por Linden y Lorient (1994) el aislado de semilla de hule obtenido en el
presente trabajo no puede considerarse un aislado proteinico porque no contiene un porcentaje mayor al
85% de proteina, debiera considerarse una harina de semilla de hule. La norma CODEX STAN 174-1989
(ver Apéndice B.) clasificaria la harina obtenida como un producto proteinico de origen vegetal pues tiene
un 40% o mas de proteina, esto deja abierto el debate para definir como llamar finalmente al producto:

;harina o aislado?, para fines del presente estudio se llamara aislado de proteina.

Li Chan (1996), expone que la superficie de las proteinas interactia con el medio del solvente,
mediante las cadenas de aminoacidos polares y las cadenas que contienen residuos idnicos; agregado a estas

interacciones, cuando pequefios conglomerados de grupos hidrofobicos estin en la superficie de las
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proteinas, se forman complejos de moléculas de agua alrededor de ellos, promoviendo la absorcion de 'agua
en la superficie. Tal vez estos factores expliquen el por qué del alto contenido de agua (porcentaje de
humedad) del aislado de semilla de hule comparado con el aislado de frijol y el de soya, es decir, quiza
existan grupos hidrofdbicos en la superficie de las proteinas de semilla de hule que liguen el agua con la

suficiente fuerza como para que esta no pueda ser eliminada mediante un proceso de secado.

2. Evaluacion nutricional del aislado. La Tabla No. 7 muestra la comparacion del contenido de

lisina de la proteina de semilla de hule en comparacién con el patron FAO (1985) para diversos regimencs

de alimentacion.

Tabla No. 7. Contenido de lisina en el aislado de proteina de semilla de hule

Patrén FAO (1985) (mg lisina/g proteina)”
Proteina de semilla de hule (mg lisina/g proteina)

Infantes Preescolar Adulto

235 ' 66 58 16

2: FAO/WHO/ONU., Expert Consultation World Health Organization. Energy and protein requirements Report of a joint meeling.
Technical report series No. 274. Génova, ltalia, 1985.

Los resultados al igual que los de Selle et al. (1983) (250 mg lisina/g N, mientras que en el presente
estudio los 23.5 mg lisina/g de proteina corresponden a aproximadamente 150 mg/g N), muestran una
deficiencia de lisina (alrededor de 1/3 del contenido de lisina en la ingesta de lisina recomendada en el
patron FAQO 1985 para un infantes).

Esta discrepancia puede ser porque los resultados de Selle et al. (1983) presentan lisina total (por el
método de la AOAC con dinitrofenilbenceno, DNFB), mientras el resultado del presente estudio
corresponde a la lisina reactiva. Adicionalmente, existen diferencias intrinsecas entre las variedades
clonales de semilla de hule empleadas en ambos estudios y en esta investigacion la semilla fue sometida a
tratamientos para aislar la proteina, los cuales pudieron degradar en cierta medida la lisina presente. Los
resultados de Selle et al. (1983) también refieren una deficiencia de treonina en la semilla de hule. En
general, otros autores tales como Fetuga et al. (1977), Giok et al. (1967) han reportado un contenido de
entre 254 a 338 mg lisina/g N y 151 a 238 mg treonina/g N, asi que, tal parece ser que los bajos contenidos

de lisina encontrados en el aislado de proteina apuntan a que la proteina no es de buena calidad.

Sin embargo, no se puede descartar totalmente la proteina de la semilla de hule como fuente de
proteina de buena calidad nutricional porque los resultados aqui presentados no son definitivos; se sugiere

que sean complementados con estudios nutricionales del aislado de proteina obtenido a partir del proceso de
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extraccion de extraccion aca presentado y siguiendo las mejoras mencionadas para afinar ¢l proceso. Por
ejemplo, se podra realizar un analisis de digestibilidad proteinica, bien sea mediante experimentos in vivo o
in vitro, a través de los mismos podra establecerse y evaluarse qué tan bueno o malo es utilizar el aislado de
semilla de hule en la alimentacién. Simultineamente a los estudios de digestibilidad se propone realizar un
analisis del perfil de aminoacidos para establecer si al igual que reportd Selle et al. (1983), existe
deficiencia de treonina en el aislado proteinico. El trabajo de Giok et al. (1967) y el de Selle et al. (1983)
mencionan igualmente la deficiencia del contenido de aminodcidos azufrados en la semilla de hule; con el
analisis de aminodcidos insinuado se lograra zanjar las discordancias en cuestion y asi finiquitar qué

aminoacido es el deficiente en el aislado de la semilla de hule.

El otro factor preocupante a nivel nutricional era el contenido del factor toxico linamarina porque
produce cianuro a fravés del acido cianhidrico o HCN. Los resultados del presente estudio (Tabla No. 8)
muestran que mediante el procesamiento de la semilla de hule se hace practicamente inocuo el alimento, ya
que seguramente, el mismo se consumird combinado con otras harinas o alimentos, sumado a esto es

practicamente imposible que una persona coma en una sola racion casi 2 kg del aislado.

S

Tabla No. 8. Contenido de glucdsidos cianogenéticos (como Acido cianhidrico HCN) en el aislado de

proteina de semiila de hule

Contenido inicial de HCN en el aislado Dosis letal media Cantidad ingerida del
HCN (mg HCN/g proteinico (mg (DLsy en mg HCN/kg aislado proteinico que
producte)  HCN/g producto) |. . de peso corporal) pondria en riesgo la salud "
0.0344 £ 0.00313 0.0163 + 0.00543 0.5a35 1.84 kg

a: Valor estimado para una persona de 60 kg de peso corporal, que consuma un alimento cuyo glucésido tenga ls DLsy menor

(0.5 mg/kg peso corporal).

Los resultados de Giok et al. (1967) muestran una disminucién en el contenido de HCN de la semilla
de hule al someterla a un proceso de coccion y extraccion (de 330 mg HCN/100 g semilla se disminuye a
8.9 mg HCN/100 g semilla), dicha disminucién se acentua al extraer el aceite mediante prensado (el
contenido de HCN baja hasta 3.4 mg HCN/100 g de producto). Este comportamiento también va en
concordancia con lo hallado por Lottman (1981), pues al extraer con solventes o por prensado o
combinando ambos procesos el aceite también disminuy6 el contenido de HCN en la toria residual de la
semilla de hule; a esto se suman los reportes de Selle et al. (1983) que refieren una disminucion en el
contenido de acido cianhidrico (HCN) en la semilla de hule, como consecuencia de procesos de coccion,
remojo y extraccion con hexano. Por lo tanto, los resultados del presente estudio sumados a los de

investigaciones previas, respaldan concluyentemente que tal como lo afirmara Devendra (2003), el
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contenido de HCN de la semilla de hule se minimiza mediante un tratamiento de disrupcion celular sumado
a un secado, que incluso, podria ser solar con lo cual se economizarian recursos en el procesamiento de la

semilla de hule.

3. Rendimiento del aislado. El Diagrama No. 4 muestra el balance de masa para la extraccion de
proteinas de semilla de hule, respecto al rendimiento de 65.10%, este seguramente pueda mejorarse
conforme se vaya afinando el proceso. En principio, se tendra que disefiar un proceso para la extraccion del
aceite mas eficiente, pero més que la eficiencia misma un proceso en vistas de explotar industrialmente el
aceite. El proceso de extraccion de proteinas tal vez pueda conjuntarse con uno de extraccion de almidones

y asi, el procesamiento integral de la semilla de hule pueda llegar a tener un interés econdmico para la

inversion,
Sobrenadante con proteinas
931.6 g de desecho Aceite + hexano solubles + carbohidratos +
(almendras + céscara) otros...
o 121.8gde
150F) q o > aislado de
semillas proteina

568.4 g de harina con 456.4 g de harina con
grasa grasa

1. NaOH
Hexano 2. HCI + otOH

En los 121.8 g de aislado se hallaron 78.2 g de proteina, de 120.2g
de protelna que se podian extraer en los 456.4 g de harina, por lo
tanto segtn la ecuacién No. 1, se tiene un r = 65.10%

Diagrama No. 4. Balanee de masa para la determinacion del rendimiente de extraceién de profcinas de semilia de hule.

4. Masa molecular de las proteinas de semilla de hule segin electroforésis SDS-

PAGE. La Figura No. 3, muestra los resultados de la electroforésis en SDS-PAGE del aislado de proteinas
de semilla de hule. Se utilizo este tipo de electroforésis pues provee una caracterizacion en funcion del
tamaiio molecular de las proteinas porque funciona desnaturalizando estructuralmente a las proteinas, de tal
manera, que la separacion en la poliacrilamida se realice por interacciones estéricas consecuencia del
tamafio molecular. No existen estudios que hablen acerca del tamafio de las proteinas de semilla de hule,
razon por la cual, los resultados acd presentados buscan ser guias para futuros estudios. La acrilamida
utilizada en la separacion fue al 10%, se recomienda que en futuras repeticiones se utilice acrilamida a un
mayor porcentaje, quizd un 12.5% para aumentar la interaccion polimero proteinico con polimero de

separacion. El voltaje fue de 100 V aplicado durante una hora, quiza en futuras repeticiones se aconsejable
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ajustar el voltaje a un valor menor. El marcador de masa molecular utilizado era de amplio espectro, es
decir, incluia una gama de proteinas de varios pesos moleculares.
Marcador molecular

Miosina 207 kD
Beta-Galactosidasa 118 kD

BSA 81kD
Ovalbomina  52.6 kD
Anhidrasa
carbidnica 36.2kD
Inhibidor de
tripsina de 29.9 kD
soya

Lisozima 207 kD

Aprotinina 7.10 kD

2puL 5L 10 pL
Estandares de BGA

10pL  20pL  30pL
Muestra

Figura No. 3. Electroforésis SDS-PAGE de proteinas de semilla de hule.

La foto de la electroforésis fue analizada trabajando con el negativo para localizar las bandas de
proteina. En la figura No. 3, observando el pozo en donde se depositaron 30 pl. de muestra se localizan
cuatro bandas de proteinas. Las bandas aparecen borrosas y anchas, seguramente incluyen varios grupos de
proteina, es decir, las cuatro bandas representan a varias proteinas. Asi, se encontré un grupo de proteina de
masa molecular alrededor de 7 a 10 kD, otro grupo alrededor de 30 a 36 kD, un tercero aproximadamente
de 75 kD y finalmente, un cuarto grupo de unos 118 kD. El trabajo a realizar en futuros estudios sera
describir estas cuatro fracciones de proteinas, describir su naturaleza y de ser posible su masa molecular

exacta, para ello deberan utilizarse marcadores de masa molecular de mayor especificidad.

Las proteinas encontradas en el SDS-PAGE, corresponden a las proteinas solubles en el extracto
preparado con buffer tipo PBS a pH de 7.4, por lo tanto, estas cuatro fracciones de grupos de proteinas no
corresponden necesariamente a la totalidad de las proteinas de semilla de hule. De acuerdo a estimaciones a
partir del Grafico No. 15 (ver Apéndice), el extracto analizado de proteinas contenia una concentracion

proteinica de uno 0.15 mg/mL, es decir alrededor de un 23% del total de proteinas en el aislado proteinico.

E. Funcionalidad del aislado de proteina

La funcionalidad de las proteinas es uno de los diversos factores que interaccionan para generar los
atributos sensoriales de los alimentos. La produccion de un aislado de proteina de semilla de hule con su

relativamente pobre valor nutricional va encaminado a establecer qué tan bueno o malo seria aprovechar la
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funcionalidad del aislado en formulaciones alimenticias, o sea, mas que utilizar el aislado como alimento

mismo, emplearlo como aditivo alimentario.

En virtud de lo anterior, se muestra el perfil de funcionalidad de las proteinas de semilla de hule con
lo cual se espera generar un panorama de aplicabilidad segin lo establecido en la Tabla No. 2. La siguiente
Tabla es una resefia de las propiedades funcionales de la semilla de hule medidas en el presente trabajo,
ademdas muestra una comparacién con propiedades funcionales de otros aislados de semillas y granos de los
cuales se conoce su funcionalidad para asi por comparacion dar principios de utilizacion de la proteina de la

semilla de hule en alimentos.

Tabla No. 9. Propiedades funcionales del aislado de proteina de semilla de hule

Propiedad funcional Yulor Valores comparativos
Estabilidad de emulsion (min) 15
Capacidad de emulsion (mL aceite) 408+ 1.77
Actividad emulsificante (%) 125+3.54
Humectabilidad (g muestra/s) - 0.0127 £ 0.000909
Estabilidad de espuma (min) 15 60"
Incremento de volumen de espuma (%) 3.50+0.707 6, 18.81°, 41.56°
Absorcién de agua (g agua/g muestra) 2.98 +£0.0380 2.21°, 2.63",2.22°
Absorcidn de aceite (g aceite/g muestra) 1.94 &+ 0.0629 1.46% 2.86", 1.07°

Fuente a: Samayoa 1998.

Fuentes b y e: Vasquez Mata 2004; b: aislado de frijol, c: aislado de soya.

1. Solubilidad e hidratacion: efecto del pH y del calor. Damodaran (1996) define la
solubilidad de una proteina como un prerrequisito para su utilizacion en matrices alimenticias. La
hidratacién define la capacidad de una proteina para absorber agua bajo ciertas condiciones, por lo tanto,
solubilidad e hidratacién van ligadas. En el Grafico No. 7 se muestra el efecto del pH sobre éstas

propiedades funcionales en cuestion.

La curva de muestra precipitada en el Grifico No. 7, indica que la capacidad de hidratacion de la

proteina de semilla de hule aumenta a pH 4cidos, mientras que la proteina es bastante soluble a pH bisicos.

Considerando el comportamiento del aislado de semilla de hule en funcion del pH, eventualmente la misma

pueda aplicarse en formulaciones de alimentos de baja acidez, casi neutros.

Para evaluar la funcionalidad del aislado se escogié un pH de 6.0. Este es un pH en el que podria
emplearse esta proteina en alimentos casi basicos y en el cual la proteina presenta un buen balance entre
proteina soluble/insoluble, pues tal como los muestra el Grafico No. 7 la proteina soluble esta

aproximadamente en la misma proporcion que la proteina insoluble a este pH. Dado el pH experimental,



debera tenerse en mente que los resultados mostrados son validos a ese pH a otros valores de pH los

resultados no necesariamente seran iguales.

Griafice No. 7. Efecto del pH en Ia solubilidad e hidratacién de la proteina de semilla de hule
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En el Grafico No. 8 se estudia el efecto del calor en las propiedades de solubilidad e hidratacion de la

proteina. La curva de muestra precipitada presenta un aumento arriba de los 80 °C, probablemente esto sea

indicador de que arriba de esa temperatura la proteina se esté precipitando como consecuencia de una

desnaturalizacion por el calor. Sin embargo, esta afirmacion no es concluyente, se aconsefa que la

desnaturalizacién se estudie posteriormente mediante alguna técnica especifica quizd un analisis por

calorimetria diferencial. En cuanto a la solubilidad se observa que la temperatura favorece la solubilizacién

hasta unos 65 °C, tal vez como consecuencia del aumento de entropia en solucidén lo cual facilite la

solvatacién de las moléculas proteinicas, sin embargo, por encima de los 65 °C, esta proteina se

insolubilice, quizé al igual que en el caso de la hidratacién como efecto de cierto grado de desnaturalizacién

térmica.



Grifico No. 8. Efecto del calor en la solubilidad e hidratacion de Ia proteina de semilla de harin-a de
hule
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2. Actividad emulsificante. Las propiedades emulsificantes de una proteina son consecuencia
de su accidbn como agentes minimizadores de la tension superficial (Damodaran, 1996). Se midio la
actividad emulsificante de la proteina de semilla de hule, los resultados se muestran en el Grifico No. 9,
comparado con el aislado de frijol y de soya las propiedades de actividad emulsificante de la proteina de

semilla de hule son bastante pobres.

La actividad emulsificante de las proteinas de semilla de hule es apenas alrededor de Vi del de las
proteinas con que se compara. Esto indica que no existe una buena estructura conformacional en la interfase
de la emulsién, quiza esto sea consecuencia de cierta desnaturalizacion de la proteina provocada por la

precipitacion con alcohol.
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Grifico No. 9. Comparacion del porcentaje de actividad emulsificante del aislado de proteina de

semilla de hule con otres aislades proteinicos
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3. Estabilidad y capacidad de emulsion. Como era de esperarse debido a la pobre actividad
emulsificante, la proteina de semilla de hule tampoco cuenta con buenas caracteristicas de estabilidad y
capacidad de emulsion: la emulsién formada con una solucion de proteina al 1 % apenas resiste 15 minutos
y la proteina no puede emulsionar tan siquiera su mismo volumen’ (ver Tabla No. 9). Quiza empleando la
proteina en mayor concentracion, tal como lo sugiere la metodologia de Yasumatsu (1993), se obtengan
mejores resultados respecto a las propiedades emulsificantes de la proteina de semilla de hule, aunque los

resultados preliminares del presente estudio no genere buenas expectativas de ser buen emulsionante.

4. Expansion y estabilidad de espuma. Samayoa (1998) reporté un 6.0% de incremento de
volumen de espuma luego de 60 minutos de formacion de la espuma, en el presente estudio se encontro un
3.50% de incremento de volumen de espuma 15 minutos después de la formacion de la misma, a los 60
minutos ya no existia espuma. Ademas, se espera que exista alrededor de un 30% de albiminas en la
proteina de semilla de hule (Samayoa, 1998), lo cual insintia que aparentemente se debieran de tener buenas
caracteristicas espumantes con un aislado de proteina de semilla de hule. Sin embargo, los resultados (Tabla
No. 9 y Gréfico No. 10), demuestran todo lo contrario, posiblemente la pérdida de capacidad de espumeo de

las proteinas se deba a cierto grado de desnaturalizacion por el procesamiento con etanol, puesto que la

2
“ Se emplearon 50 mL de solucidn proteinica al 1% para emulsionar unos 40 mlL de aceite.



evidencia visual (ver Apéndice, el proceso en fotografias) demuestra que si existian buenas propiedades de
espumeo de la proteina de semilla de hule, sin embargo, para afirmar categdricamente la suposicion debiera

de completarse con un estudio de desnaturalizacion de la proteina, tal como se mencion6 anteriormente.

Grifico No. 10. Comparacion del % de incremento de volumen de espuma del aislado de proteina de

semilla de hule con otres aislados proteinicos
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De nuevo se obtienen resultados pobres en una propiedad en la que intervienen interacciones
interfaciales. En este caso la proteina en lugar de interactuar con una fase oleosa, debe formar una interfaz
resistente a esfuerzos externos, especificamente como lo afirma Damodaran (1996) los esfuerzos
provocados por el aire en la superficie aire-agua, a los cuales se afaden propiedades reoldgicas: las
proteinas que forman un gel viscoso, cohesivo y con cierta elasticidad generalmente producen espumas
estables, como se vera mas adelanfe, las proteinas de semilla de hule obtenidas en el presente estudio no

fueron capaces de gelificar, lo cual acent(a la hipotesis de la desnaturalizacién proteinica.

5. Capacidad de absorcidén de agua y aceite. Notese en el Grafico No. 11 el alto poder de

absorcion de agua mucho més alto incluso que del aislado de proteina de soya. Segin la Tabla No. 1, esto

sugiere un gran poder de accion de los residuos hidrofilos de fa proteina de semilla de hule, es decir, existen
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bastantes residuos de aminoacidos con cargas en la superficie de la proteina, lo que le confiere la

interaccién con el agua que quiza se vea acentuada mediante la formacion de puentes de hidrogeno.

Segiin el analisis anterior, eventualmente, esta proteina podria utilizarse como aditivo para la
formulacion de pan, bizcochos y salchichas. Sin embargo, esta afirmacion deberd complementarse con un
analisis del comportamiento de la proteina de semilla de hule interactuando con otros componentes de la

matriz en los alimentos propuestos.

En cuanto a la absorcién de aceite, los resultados (Grafico No. 12) indican una mayor capacidad de
absorcion de aceite que el aislado de soya y que de la misma harina de semilla de hule, pero menores que a
la capacidad de absorcion de aceite del aislado de frijol. En primera instancia, entonces el aisiado de
proteina de semilla de hule puede considerarse como aditivo para la fijacion de grasas, sabores, y sustancias

dentro de los alimentos que participen como sustancias liposolubles.

Grifico No. 11. Comparacién de la absorcién de agua del aislado de proteina de semilla de hule con

otros aislados proteinicos
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Grifico No. 12. Comparacion de la absorcion de aceite del aislado de proteina de semilla de hule con

otros aislados proteinicos
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Esto apunta a los residuos hidrofobos o no cargados de la proteina. Si se compara ¢l valor de
absorcion de agua con el de absorcion de aceite, se puede analizar que el primer valor es aproximadamente
unas 1.6 veces més grande que el segundo (2,98 vrs 1.84), lo cual en principio podria indicar que existe una
proporcion mayor de registros con carga que de registros apolares en las moléculas de proteina de semilla
de hule.

Cabe sefialar que tanto la absorcion de agua como la de aceite es mayor para el aislado de proteina de
semilla de hule preparado en el presente estudio que para la harina desgrasada de semilla de hule hecha por
Samayoa (1998), este hecho gira la atencion hacia la posibilidad de que el aumento en la capacidad de
absorcion de agua y aceite se deba a interacciones proteinicas, ya que lo que se concentr¢ entre la harina y
el aislado es principalmente la proteina de la semilla de hule. Este caracter hidrofobico de la proteina de
semilla de hule hace que la misma tal vez puede utilizarse en productos homeados pobres en grasa, por

ejemplo, como se sugiere en la Tabla No. 1: bufiuelos.

6. Humectabilidad. No existe parfmetro para comparar el resultado de la Tabla No. 9, sin
embargo, si se puede describir el significado e implicaciones de ésta propiedad. La humectabilidad es una
medida de la velocidad con la cual se hidrata la proteina, asi una proteina que se hidrate rapidamente sera

buen canal de funcionalidad para bebidas por su facil dispersién y también para sistemas viscosos. Sin
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embargo, dado que la proteina de semilla de hule no es capaz de gelificar, entonces, su uso como égente
para aumento de viscosidad no tendria mucho sentido. En términos practicos el resultado de la Tabla No. 9
indica que para hidratar 1 g del aislado proteinico se requiere de un tiempo de 83 s, sin agitacién o ayuda
mecénica, obviamente, este tiempo podré disminuirse a tan sélo unos cuantos segundos con agitacion, por

lo que posiblemente esta proteina tenga uso en formulacioén de bebidas, tal y como lo indica la Tabla No. 1.

7. Gelificacién. Acorde a Damodaran (1996) un gel es un sistema intermedio entre liquido y
sblido, formado por un complejo polimérico de moléculas entrelazadas de forma cruzada. Existen dos tipos
de redes de gel: los formados por proteinas con alto contenido de aminoacidos apolares que forman
agregados mediante interacciones hidrofobicas y geles tipo coagulo, una vez que la concentracion de
proteina alcanza un nivel critico; geles formados por proteinas con pocos residuos apolares que generan
geles transparentes. Las proteinas fibrosas forman geles incluso a concentraciones tan bajas como un 0.1%,
sin embargo, las proteinas globulares requieren una concentracion minima mayor que la de las proteinas
fibrosas para gelificar, por lo tanto, aunque se intentd hacer un gel solo y con cloruro de calcio a partir de
una solucion al 15% de proteina a un pH 6.0, es probable que el hecho de que la proteina de semilla de hule
no formara un gel sea consecuencia de que a lo mejor esta proteina sea de tipo globular y por ende requiera
una concentracion mayor para formar un gel. Para estudios posteriores se recomienda se mida la
concentracion real de proteina en solucion y determinar a partir de qué concentracién comienza a formarse

un gel.



IV. Conclusiones

-~ Fue posible desarrollar un proceso de extraccion de la proteina de semilla de hule (Hevea
brasiliensis), bajo el cual se conservd la funcionalidad de la proteina y ademas presentd un contenido de

glucosidos cianogenéticos seguro para el consumo humano.

—~  Se determinaron que las variables de extraccion para la obtencion de un aislado de proteina de
semilla de hule son: relacion harina entre solvente al 5%, dos extracciones, temperatura 25 °C y tiempo de
extraccion 60 minutos. Ademas se requiere la adicion de etanol al 45% en la precipitacion isoeléctrica del

aislado.

—~  Se establecio que el pH influencia la solubilidad e hidratacion de la proteina bajando la solubilidad

al volver mas acido el pH y aumentando la hidratacion también a pH mas acido.

— Las propiedades funcionales de superficie se vieron afectadas por el procesamiento; el aislado de

proteina de semilla de hule no presento buena funcionalidad en emulsion, espuma y gel.

~  El aislado de proteina de semilla de hule presenta buenas caracteristicas de humectabilidad y de
absorcién de agua y aceite, estas dos ultimas sugieren que el mismo podria utilizarse en formulaciones
alimenticias para salchichas, bizcochos, pan y productos horneados pobres en absorcion de grasa, por

ejemplo: bufiuelos.

— El aislado de proteina de semilla de hule no cumple con los requerimientos diarios de lisina
dictados por el patron proteinico de la FAO (1985), razon por la cual su consumo no debe ser como fuente

principal de alimentacion, mas bien como un aditivo alimenticio, aprovechando su funcionalidad.

— Bl contenido de glucosidos cianogenéticos de la semilla de hule se redujo mediante el
procesamiento a niveles seguros para consumo humano en el aislado. Para provocar infoxicacion en un

hombre adulto de unos 60 kg, este debiera consumir 1.84 kg de aislado en una sola racion alimenticia.

—  Se lograron encentrar 4 grupos de proteinas mediante electroforésis SDS-PAGE, los grupos
hallados presentaban las siguientes masas moleculares: grupo de masa alrededor de 7-10 kD, grupo dos
alrededor de 30-36 kD, un tercero aproximadamente de 75 kD y finalmente, un cuarto grupo de unos 118

kD.

43



V. Recomendaciones

—  Establecer un analisis de solubilidad del aceite de semilla de hule en hexano a diversas condiciones
con el fin de determinar un proceso que permita la extraccion del aceite con la eficiencia maxima posible.

Se recomienda que se combine un sistema de prensado-lixiviacion.

— Hacer pruebas que sustenten la utilizacion del aceite de semilla de hule como fuente de bio-

combustible.

—~  Evaluar métodos alternativos para la produccion de un aislado de proteina de semilla de hule, bien

sea, precipitacion con calor a con otros solutos: clorure de sodio, cloruro de amonio, etc.

— Probar el proceso de precipitacion isoeléctrica empleando como precipitante acido sulfurico,
probar relaciones harina entre solvente por debajo del 5% siempre y cuando mantengan principios

ccondmicos y finalmente, ajustar el tiempo de extraccioén a un valor intermedio entre 30 a 60 minutos,

—  Para el dimensionamiento a gran escala se recomienda utilizar un reactor con agitacion por lotes,
de acero inoxidable. Respecto a la tuberia que deberd emplearse en el proceso industrial esta tendra que ser

de polipropileno para que resista la accion de bases y acidos.

—  Hacer un anélisis de distribucion de particulas para establecer las caracteristicas microscopicas de
las particulas de proteina y con ello seleccionar adecuadamente el equipo de separacion: filtracion vy

centrifugacion.

— Complementar la informaciéon nutricional del aislado con datos de digestibilidad proteinica.
establecer el perfil de aminoacidos esenciales del aislado, puntaje de aminoacidos y otras pruebas que
logren generar un panorama concluyente del valor nutricional de la proteina de semilla de hule. A esta

informacién nutricional se le podria afiadir un examen del valor calérico de la proteina en cuestion.

—  Realizar una electroforésis SDS-PAGE utilizando marcadores de masa melecular mas especificos,
acrilamida a un mayor porcentaje y un voltaje mas suave por un mayor tiempo de tal forma que estos
parametros permitan una mejor resolucion que permita establecer los pesos moleculares de las diferentes

proteinas que se hallaron en las cuatro fracciones encontradas.

—  Hacer una electroforésis SDS-PAGE a la harina de semilla de hule antes de someterse al proceso
de aislado de proteinas y compararla con una realizada en el aislado para establecer si existen proteina que

se dafien por el procesamiento.

- Utilizar el aislado en formulaciones de salchichas, bizcochos, bufiuelos ya alimentos en los cuales
se pudiera utilizar de acuerdo a la funcionalidad hallada para lograr determinar como interactia en una

matriz real de alimento.

44



45

— Elaborar el analisis de costos y factibilidad del proceso acd presentado para su explotacion

industrial.
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VII. Apéndice

A. Gréficos, tablas y célculos

Grifico No. 13. Curva de Calibracién con Seroalbiimina Bovina (BSA) para la determinacion de los

factores 6ptimos de extraccion de la proteina se semilla de hule, mediante método de Bradford

Absorbancia

0.2

0 T T T T
0 0.2 0.4 06 0.8 1 1.2

Concentraclén BSA (mg/mL)

Calculo realizado para evaluar las diferencias significativas entre la extraccion de la proteina de semilla de

hule en una relaciéon harina entre solvente al 5%, durante 60 min, variando las temperaturas: a 25 °C y 40
°C

Tabla No. 10. Porcentaje de proteina de semilla de hule extraida a 25°Cy 40 °C

% de proteina extraida

@25°C | @40°C

80.61 80.61
67.11 80.61
67.11 80.61
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Se determinaron los promedios de los valores dados en la Tabla No. 10.

, Bl

Ecuaciéon No. 5. Media aritmética

Para comparar las dos medias por el “t” student se planteron las siguientes hipdtesis.

Ho: El porcentaje de proteina de semilla de hule extraida con una relacion harina entre solvente al
3%, extraida durante una horay a 25 °C no es diferente del porcentaje de proteina extraida por una hora,
en relacion harina entre solvente al 5% a 40 °C con una significancia al 95% (corresponden a la misma
poblacion).

Ha: El porcentaje de proteina de semilla de hule extraida con una relacion harina entre solvente al
5%, extraida durante una hora 'y a 25 °C si es diferente del porcentaje de proteina extraida por una hora,
en relacion harina entre solvente al 5% a 40 °C con una significancia al 95% (no corresponden a la misma

poblacion).

El test t de student se aplico de acuerdo a la siguiente relacién:

X -X,= ifspom[e.mdu

FEcuacion No. 6. Expresién para la evaluacién de diferencias entre dos peblaciones, mediante el test “i”

de student.
El valor de t se determiné de Tablas para N; + N, — 2 = 4 grados de libertad, toso, = 2.78. Las N; son el
tamafio equivalente de cada poblacion (3) y las x; corresponden a las medias para la extraccion a 25 °C (Tzs)

y a 40 °C (T4). Se determind la desviacion estandar ponderada (Sponderada)

(T ) (T Te)
N +N, -N,

Ecuacién No. 7. Desviacién estandar ponderada’

. En la Ecuacion 7, el N; corresponde al namero de series de datos utilizadas en el analisis (2)
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El valor x;-x, de la Ecuacién No. 6 (lado izquierdo de la expresion) corresponde a xj-x; = £9.00,

mientras que el valor calculado con la Ecuacién No. 6 (lado izquierdo de la Ecuacidn) para t, Sponderada ¥ 12

relacién de las poblaciones es £12:51. Por lo tanto, se concluyé que la hipétesis nula (Ho) era valida y por
ende no existe diferencia significativa al 95% entre las dos poblaciones, por lo tanto, no influye el extraer la

proteina bien sea a 25 °C o a 40 °C durante el proceso.

Grifico No. 14. Curva de calibracién con alblimina de huevo para la evaluacién del efecto del calor y
el pH en la solubilidad e hidratacién del aislado de proteina de semilla de hule, mediante método de
Bradford

QB e OSSP S S

05

0.4

Absaorboancia
(=]
w

02

0.1

\

i

i
0 0.05 0.1 015 02 0.25 03 0.35 04 0.45
Concer de ina de hueve (mg/ml)
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Grifico No. 15. Curva de calibracién con seroalbiimina bovina (BSA) por métode de Bradford, para

Ia determinacion de las concentraciones de aislade de semilla de hule a utilizar en electroforésis SDS-

PAGE

Absorbancia

D

5 10 15 20 %

Concentraclén de BSA (mg/ml)

Grifico No. 16. Curva de calibracién con colorante naranja 12 para la determinacion de lisina

Absorbarncia

0.9 -

reactiva en el aislado de proteina de semilla de hule
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Grdfico No. 17. ;Qué pudo haber sucedido de utilizar distintas relaciones harina entre solvente?... un

% CHON extraida

modelo de acercamiento

2 4 6 8 10 12 14 16
Relacién harina/solvente

Tabla No. 11. Valores de proteina extraidos en porcentaje predichos por los modelos de regresién del

Grifico No. 13

R et | Porcentaje de proteina extraida

Relscii i el cod 1w
15 55.16 73.04

10 60.34 73.72

5 71.67 80.61

4 74.67 82.73

3 77.92 85.10

2 81.42 87.72

1 85.16 90.59




B. Normas Adjuntas

CODEX STAN 174-1989
Norma General del Codex para los Productos Proteinicos Vegetales

) ‘ (PPV)

1 Ambito de Aplicacién

La presente norma se aplica a los productos proteinicos vegetales (PPV, por sus siglas)
destinados a utilizarse en alimentos y que se preparan mediante diversos procesos de
separacion y extraccion de proteinas unicelulares. Los PPV se fabrican para utilizarlos en
alimentos que requieren ulterior preparacion, y en la industria de elaboracion de
alimentos. La presente norma no se aplica a ningan producto proteinico vegetal regulado
por una determinada norma del Codex para productos en la que se haya establecido un

nombre especifico.

3 Descripcion
Los PPV a que se aplica esta norma son productos alimenticios obtenidos de materias

vegetales mediante la reduccién o eliminacién de algunos de los principales
constituyentes no proteinicos (agua, aceite, almidon, otros carbohidratos), de manera que
se obtiene un contenido en proteina (N x 6,25) del 40 por ciento 0 mas. El contenido de
proteinas se calcula sobre la base del peso en seco, con exclusién de vitaminas v

minerales afiadidos.

3. Factores Esenciales de Composicién y Calidad y Nutricionales

1.1  Materias primas

Semillas limpias, en buen estado, maduras, secas, y esencialmente exentas de
materias extrafias de acuerdo con las buenas précticas de fabricacién, o PPV de
menor contenido proteinico pero que satisfagan las especificaciones contenidas en

esta norma.



3.2  Composicion
Los PPV se ajustarin a los requisitos de composicién que se indican a
continuacién salvo en lo que respecta a determinados requisitos, que podran variar

en tipos especificos de PPV.

3.2.1 Contenido de humedad
El contenido de humedad sera suficientemente bajo como para asegurar la
estabilidad microbiologica de conformidad con las condiciones de

almacenamiento recomendadas.

3.2.2 Proteinas crudas (N x 6,25)
No deberén ser menos del 40 por ciento sobre la base del peso en seco,

excluidas las vitaminas, minerales, aminoédcidos y aditivos alimentarios.

3.2.3 Ceniza
La cantidad de ceniza que se obtenga mediante incineracion no debers

exceder del 10 por ciento referido al peso en seco.

3.2.4 Grasa
El contenido de grasa residual deberd ser compatible con las buenas

practicas de fabricacion.

3.2.5 Fibra cruda
Cuando se trata de productos no regulados por una norma especifica para
el producto, el contenido de fibra cruda no debera exceder del 10 por

ciento referido al peso en seco.
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3.3  Ingredientes facultativos
= Carbohidratos, incluidos los aziicares
= grasas y aceites comestibles
® otros productos proteinicos
* vitaminas y minerales
" sal

* hierbas arométicas y especias.

3.4  Factores nutricionales

La elaboracién debera controlarse cuidadosamente y ser suficientemente
minuciosa para garantizar un aroma y sabor agradable Optimos, asi como para
controlar factores antinutricionales tales como inhibidores de tripsina,
hemaglutininas, glucosinolatos, etc., de acuerdo con el uso a que se destinan.
Cuando sea necesario controlar la actividad de los inhibidores de tripsina en un
alimento, se deberd definir el maximo nivel permisible tomando como base el
estado del producto terminado. Algunos PPV se elaboran en condiciones de baja
temperatura para evitar la pérdida de solubilidad proteinica o de actividad
enzimatica. Estos PPV para fines especiales deberén ser analizados para estimar el
valor nutritivo de las proteinas después de someterlos a un tratamiento térmico
apropiado. La elaboracion no debe ser tan intensa que menoscabe notablemente el

valor nutritivo.

Aditivos Alimentarios

Durante la manufactura de los PPV se podran utilizar las siguientes clases de

coadyuvantes de elaboracién, segim aparecen registrados en el inventario consultivo de la

Comision del Codex Alimentarius:

Reguladores de 1a acidez

Agentes antiespumantes
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= Agentes solidificantes

=  Preparaciones de enzima

" Disolventes para extraccién

= Agentes antiestaticos

" Agentes para el tratamiento de harinas

= Agentes para el control de la viscosidad

5. Contaminantes
Los PPV no deberan contener metales pesados en cantidades que puedan representar un

peligro para la salud.

6. Higiene
Se recomienda que los productos regulados por las disposiciones de esta Norma se
preparen de conformidad con las secciones pertinentes del Cédigo Internacional
Recomendado de Practicas de Higiene - Principios Generales de Higiene de los
Alimentos (CAC/RCP 1-1969, Rev. 2 (1985), Volumen 1 del Codex Alimentarius).
En la medida compatible con las buenas précticas de fabricacion, el producto debers estar
exento de materias objetables.
Cuando se analice el producto con métodos adecuados de muestreo y examen, dicho
producto:
= debera estar exento de microorganismos en cantidades que puedan representar un
peligro para la salud;
* no deberd contener sustancias que procedan de microorganismos en cantidades
que puedan representar un peligro para la salud;
= no deber4 contener otras sustancias toxicas en cantidades que puedan representar

un peligro para la salud.

7. Envasado
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Los PPV se envasaran en recipientes higiénicos apropiados que mantengan el producto en
condiciones higiénicas y al abrigo de la humedad durante su almacenamiento y

transporte.

8. Etiquetado
Ademés de las disposiciones de la Norma General para el Etiquetado de Alimentos
Preenvasados (CODEX STAN 1-1985 (Rev. 1-1991), Volumen 1 del Codex

Alimentarius), se aplicaran las siguientes disposiciones especificas:

8.1  Nombre del alimento

El nombre del alimento a declararse en la etiqueta deberd ser: "Producto
proteinico de ..."llenando el espacio en blanco con el nombre de la fuente
especifica de las proteinas vegetales, v. gr. mani, semilla de algodon, colza,

El contenido proteinico del PPV debers declararse por referencia al peso en seco.
El nombre podré incluir un término que describa con precision la forma fisica del
producto, v. gr. "granulos” o "fragmentos”.

Cuando se someta el PPV a un proceso de texturizacién, el nombre del producio

podré incluir un calificativo apropriado, como "texturizado” o "estructurado”.

8.2  Lista de ingredientes

En la etiqueta se declarard la lista completa de los ingredientes en orden
decreciente de proporciones, excepto que, cuando se hayan afiadido vitaminas y
minerales, estos ingredientes se indicaran como grupos separados de vitaminas v
minerales, respectivamente, sin que dentro de tales grupos sea necesaria su

enumeracion en orden decreciente de proporciones.

8.3  Etiquetado de envases no destinados a la venta al por menor
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La informacién sobre los envases no destinados a la venta al por menor figurara o
bien en los envases o en los documentos que los acompafian, salvo que el nombre
del producto, el marcado de la fecha y las instrucciones para la conservacion, la
identificacién del lote y el nombre y la direccion del fabricante o del envasador
deberan aparecer en el envase. No obstante, la identificacion del lote y el nombre
y la direccién del fabricante o del envasador podrén ser sustituidos por una sefial
de identificacion, siempre que tal sefial sea claramente identificable con los

documentos que lo acompafien,

9, Métodos de Muestreo y An4lisis

Véase Volumen 13 del Codex.



C. El proceso en fotos
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Harina de hule
desgrasada

Sistema montado
para la extraccion,
harina + NaOH

Filtracién para la
recuperacion de la harina
re-utilizada en la segunda

extraccion
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Extracto proteinico a pH
bésico

Precipitacién isoeléctrica

Adicion de etanol
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D. Programacion
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