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RESUMEN

La hoja de Chaya ha demostrado ser una buena fuente de alimento
por su alta concentracion de proteina, haciéndola potencialmente explotable
para consumo humano. El objetivo principal del presente estudio fue
establecer las condiciones de extraccion y caracteristicas generales de la
proteina foliar de la hoja de Chaya (Cnidoscolus Aconitifolius) variedad
Estrella. Se utilizO en el estudio hojas de Chaya, las cuales fueron
deshidratadas en secadores de aire caliente para luego pasar por un proceso
de extraccion por solubilizacion en medio alcalino y posterior precipitacion

Isoeléctrica. Se analizaron las propiedades tecnolégicas del aislado proteico.

Se establecieron como condiciones Optimas de extraccion para el
aislamiento de proteina de hoja de Chaya a partir de hoja seca un proceso a
30° C, por 20 minutos con una relacibn muestra-solvente de 10 mL de
solvente/gramo de muestra, con un rendimiento del 0.616 + 8.20*10°% en
relacion a las hojas frescas, considerandose como poco eficiente. Se
encontrd que el punto Isoeléctrico de la proteina foliar es a pH 3.8 £ 0.01, ya
gue se da la mayor proporcion de precipitacion de proteina en el proceso de
extraccion. El comportamiento de la proteina, en términos de la solubilizacién
de la misma a diferentes valores de pH, fue el mismo en la hoja como en el
aislado, indicando que no hubo cambios sustanciales en la proteina por el

procesamiento.

Finalmente al analizar las caracteristicas tecnoldgicas, se encontrd
gue la proteina mostré una capacidad emulsificante de 10.067 + 0.231 mL
aceite/g aislado, una absorcion de agua de 0.940 = 0.140 mL agua/g aislado,
una absorcion de aceite de 1.801 + 0.168 mL aceite/g aislado y ninguna
capacidad de expansion o estabilidad de espuma, mostrando que sus
caracteristicas tecnoldgicas no son variadas y no lo hacen un buen aditivo

(en términos tecnologicos).

Xi



l. INTRODUCCION

El tema del uso de proteinas vegetales como fuente de alimentacién ha
cobrado interés en los ultimos afos debido a factores de caracter econémico,
social y de salud, especialmente los estudios referentes a la extraccion de
proteina foliar. La Chaya (Cnidoscolus Aconitifolius) es una planta que ha
sido reconocida por su alto contenido proteico en sus follajes. Esta solia ser
consumida en el 4rea de Guatemala en épocas antiguas pero la costumbre

se perdi6 con el tiempo.

Debido a la necesidad de fuentes no tradicionales de alimentos que
puedan suplir los requerimientos de la industria, se pretende con el siguiente
estudio de investigacion desarrollar un método para extraer proteina foliar de
la hoja de Chaya, utilizando el método de solubilizacién alcalina y
precipitacion isoeléctrica. El extracto obtenido sera evaluado para determinar
sus caracteristicas tecnolégicas, ya que esto ayudaria a determinar si dicho
extracto puede ser funcional en algin sector de la industria de alimentos o el

sector agricola.



.  MARCO TEORICO
A. PROTEINAS Y AMINOACIDOS

Las proteinas se definen como polimeros de alfa aminoacidos
que tienen funciones primordiales para los seres vivos y pueden llegar
a tener un alto grado de complejidad estructural, ademas de su casi
ilimitada funcionalidad. Los aminoacidos son sus componentes
estructurales, siendo Unicamente 20 pero en distinto ordenamiento y
cantidad. Difieren entre ellos Unicamente por sus cadenas laterales
(grupos R) que varian en estructura, tamafo y carga eléctrica y que

influyen en la solubilidad en agua de los mismos. (Lehninger, 2005).

La accibn de una proteina se encuentra sujeta al tipo de
estructura que tenga. Para analizar las proteinas estructuralmente
puede hacerse desde tres tipos de estructura. La estructura primaria la
conforman las secuencias de aminoacidos en una proteina y muestra
el esqueleto de la misma al indicar cada una de sus subunidades. La
estructura secundaria estd dada por la disposicion que tome en el
espacio la cadena de aminoacidos debido a las interacciones de los
enlaces de hidroégenos (puede ser en forma de hélice alfa u hoja
plegada beta). La estructura terciaria es la estructura tridimensional
gue toma la proteina al haber interacciones entre las estructuras
secundarias formadas, quedando expuestos o aislados los sitios
activos de la misma. La estructura cuaternaria ya no es propia de la
proteina, sino que establece la interaccibn conformacional entre
diferentes proteinas. Cada uno de los cambios estructurales que se
den en la proteina la afecta por completo, cambiando sus

caracteristicas funcionales (Actividad, solubilidad, etc.).

Cada aminoacido presenta reactividad y caracteristicas
individuales de acuerdo a la naturaleza de su cadena lateral y a su
naturaleza ionica, reflejandose en la estabilidad o reactividad de las

proteinas. Los a-aminoacidos tienen dos o tres grupos acido-basicos



(son tres en caso de presentar cadenas laterales ionizables). Los a-
aminoacidos son considerados anfoteros, al tener la capacidad de recibir y de
donar electrones y alcanzar un punto isoeléctrico (pl) cuando presentan el
mismo numero de cargas positivas y negativas, por lo que su carga neta es
cero. (Voet y Voet, 2009)

La solubilidad de una proteina depende del grado de hidratacion y del
namero o arreglo de las cargas sobre la molécula, dado por los aminoacidos
gue la componen y la presencia 0 ausencia de residuos (fosfatos, lipidos,
carbohidratos). Las moléculas de proteinas cargadas se acercan lo suficiente
como para formar agregados o precipitados, cuando la constante dieléctrica
del medio es reducida por la adicién de acetona, alcohol u otros disolventes.
Esto también sucede cuando se consigue la fortaleza i6nica apropiada,
mediante la adicidn de electrolitos. En presencia de grandes concentraciones
de sales, como el sulfato de amonio, se disminuye el grado de hidratacion y
se reduce el numero de cargas de las proteinas y, consecuentemente estas

se agregan y se precipitan. (Miller, et. al., 2003)

Un procedimiento comun para separar proteinas de sus disoluciones
consiste en ajustar el pH al punto isoeléctrico de la proteina de interés. La
solubilidad de la proteina tiene su valor minimo, y luego se adiciona una sal
neutra, por ejemplo, sulfato de potasio o de sodio. Puesto que las distintas
proteinas de una mezcla se precipitan a diferentes concentraciones de una
sal, la separacién es factible mediante el incremento controlado de la
concentracion de sal. (Miller, et. al., 2003)

Determinar la concentracion de proteina en muestras de alimentos es
una técnica de rutina basica para poder establecer el aporte que este
alimento puede dar por su consumo. Existen diferentes métodos para la
cuantificacion de proteina, basandose todos en alguna de sus caracteristicas.
Estos métodos se basan en la propiedad intrinseca de las proteinas para
absorber luz en el rango UV, en la formacion de derivados quimicos o en la
capacidad de las proteinas para unir ciertos colorantes. (Fernandez y Galvan,
2003)



El método de Biuret se basa en la formacion de un complejo
coloreado entre el idbn Cu2+ y los grupos NH del enlace peptidico. La
intensidad de la coloracion es directamente proporcional a la cantidad
de proteinas (enlaces peptidicos) y la reaccion es bastante especifica.
La sensibilidad del método es muy baja y, dado que es especifico
para el enlace peptidico, se recomienda su uso Unicamente para la
cuantificacion de proteinas, mas no de hidrolizados, a menos que se
conozcan los tamafios moleculares y se adapte la proteina estandar de
la curva. (Fernandez y Galvan, 2003) (Badui, 2006)

El método de Kjeldahl para la determinacion de Nitrégeno Total
es el mas utilizado, e incluso se toma como referencia cuando se usan
otras técnicas. El unico inconveniente del método es que no hace
distincion entre el nitrdgeno que viene de las proteinas (grupos amino
y amida) y el no proteico (urea, aminodcidos libres), dando errores en
el calculo. (Badui, 2006)

El método de Bradford se basa en la unién de un colorante (azul
de Comassie G-250) a las proteinas. Estos colorantes no reaccionan
directamente con la proteina, pero si forman complejos no covalentes.
Las proteinas en solucion se ligan al colorante y estos complejos
pueden cuantificarse por espectrofotometria a una absorbancia de 595
nm. (Badui, 2006)

B. PROTEINAS VEGETALES Y AISLADO PROTEICO
La proteina foliar consiste de enzimas y algunas proteinas

estructurales y constituyen entre el 70 y 80% del nitrdgeno total en
follajes. La proteina citoplasmica, libre de clorofila, es soluble en agua,
tiene una mejor digestibilidad y posee un alto valor nutricional,
mientras que la fraccion cloroplastica es insoluble en agua
(lipoproteina en estado coloidal asociada con cloroplastos) es de

menor digestibilidad y valor nutritivo. Estudios han demostrado la



importancia de cuidar los parametros de pH, tiempo, relacion solvente-
muestra y temperatura al desarrollar procesos de extraccion. (Urribarri et al.,
2004)

De acuerdo al Codex Alimentarius (2004) los productos proteinicos
vegetales (PPV) son aquellos que se obtienen mediante la reduccion o
eliminacion de algunos de los principales constituyentes no proteicos (agua,
aceite, almiddn, otros carbohidratos) obteniéndose un contenido en proteinas
del 40% o mas, calculado sobre el peso en seco, con exclusion de vitaminas,

minerales, aminoacidos y aditivos alimentarios que se afiadan. (Molina, 2005)

C. FUNCIONALIDAD TECNOLOGICA DE LAS PROTEINAS

Las propiedades de los productos alimenticios son vitales para la
aceptacion por el consumidor. La textura, siendo caracteristica fundamental,
se genera a partir de cuidadosas formulaciones y procesamientos. Parte
importante en la textura y caracteristicas organolépticas de los alientos son
las proteinas. Estas permiten dar caracteristicas de viscosidad, esponjosidad,
espumosidad, firmeza, gelificado a los productos. Sin embargo, dado que los
alimentos son sistemas complejos formados por varios componentes
(proteina, grasa, carbohidratos y sales minerales), la funcionalidad total de un
ingrediente no puede ser considerada independiente de otro. Por el contrario,
esta funcionalidad es el resultado de la interaccion entre dichos

componentes. (Urribari et al., 2004)

Algunas de las caracteristicas funcionales buscadas en las proteinas
son las capacidades para emulsificar, para retener agua o0 aceite, como
agentes espumantes. La capacidad de emulsificacion de una proteina se
refiere a la capacidad que tiene la misma de poder crear emulsiones o
mezclas homogéneas de aceite en agua o agua en aceite. Esta capacidad es
de especial importancia en la elaboracién de aderezos y embutidos. Con
respecto a la capacidad de retencién de agua o aceite, esta se busca para
poder mantener las caracteristicas de humectabilidad en matrices

alimentarias como el caso de los embutidos, aderezos y postres. En el caso



de la capacidad espumante, esta es utilizada en la industria de
panificacion y confiteria ya que permite la formacion de estructuras

esponjosas estables. (Urribari et al., 2004)



Il. ANTECEDENTES

Se han realizado gran cantidad de investigaciones que permitan el
aprovechamiento de nuevas fuentes vegetales de proteina, no solo para
paises en desarrollo, pero también para los que se encuentran plenamente
desarrollados. Los beneficios del consumo de proteina vegetal incluyen una
mejora en la condicion de salud al disminuir la ingesta de grasas de origen
animal y por los efectos benéficos generados por otros compuestos que
acompafan a la proteina en la matriz alimentaria (fibra, fitosteroles, entre
otros.) (Setchell, 1998)

El potencial de los recursos vegetales como fuente de alimentacion
humana ha sido tema de estudios cientificos desde el siglo VIII, tomando
especial importancia en el siglo XX. La literatura indica que fue Norman
Wingate Pirie (1907-1997) el primero en desarrollar una tecnologia practica
para la extraccion de proteina foliar. Este investigador argumentd que en los
diferentes climas del mundo podia ser posible obtener una mayor cantidad de
proteina comestible por extraccion de follajes que de cualquier otro cultivo.,
pudiendo ser ésta una valiosa contribucion en la lucha contra el hambre. La
razén fundamental de utilizar plantas en la elaboracién de aislados proteicos
es que las proteinas componen al menos 50% del peso seco de las células
vivas y son fundamentales en aspectos estructurales y de funcion celular, por
lo cual puede asegurarse que se encontraran siempre en tejidos vivos.
(Molina, 2005)

A. CHAYA

La Chaya (Cnidoscolus Aconitifolius) es un arbusto comun nativo del
area de Mesoamérica, que puede alcanzar una altura de 3 a 5 m. Esta
requiere de poco cuidado y crece de forma natural en buena parte del
territorio guatemalteco, teniendo una muy buena adaptacion a climas de
diferentes condiciones (humedas o secas), desde el nivel del mar hasta 1500
metros de altitud. Es utilizado comiunmente como vegetacion para cercado de

areas. (Evaluacion..., 2003)



Aungue hay una amplia variedad en morfologia y fenologia
entre subespecies, se ha logrado identificar cuatro variedades de
chaya cultivadas en Guatemala (Figura 1), siendo éstas: Estrella (I),
Picuda (II), Chayamansa (lll) y Redonda (IV).

Las hojas de Chaya han sido utilizadas como alimento para
humanos y animales desde la época precolombina. En algunos
poblados de Mesoamérica se mantuvo la tradicion de su consumo
hasta la época actual, aunque en la region se haya perdido esta

costumbre. (Evaluacion..., 2003)

Figura 1: Hojas de 4 variedades de Chaya cultivadas en Guatemala

Variedades: Estrella (1), Picuda (II), Chayamansa (1) y Redonda (IV).
(Ross y Molina, 2002)



A pesar del alto contenido de fibra, se ha encontrado que las hojas de

chaya pueden llegar a ser una fuente significativa de proteina y aminoacidos

azufrados.

Dado que la fibra dietética ha demostrado tener efectos

antagonistas a la digestibilidad de proteina y aminoacidos en unos alimentos,

se ha estudiado la posibilidad de poder obtener el beneficio del aporte

proteico sin la fibra. Lo que ha llamado la atencion de la hoja de chaya es su

excepcional composicion quimica y si potencial nutricional. (Sarmiento, et. al.,

2003)

Cuadro 1: Composicién por 100 g de porcion fresca de hojas

comestibles (4 variedades)

CONTENIDO Chaya™ | Bledo* | Chipilin* | H.Mora* | Calabaza* | Acelga*
Proteina (g) 5.2 3.7 7.0 5.0 4.2 1.6
Grasa (g) 1.9 0.8 0.8 0.8 0.4 0.4
Carbohidrato (g) 10.7 7.4 9.0 7.0 3.4 5.6
Fibra (g) 2.4 1.5 2.0 1.4 1.5 1.0
Ceniza (g) 1.9 2.1 1.5 1.8 1.6 1.6
Calcio (g) 244 313 287 199 127 110
Fosforo (mg) 71 74 72 60 96 29
Hierro (mg) 2.2 5.6 4.7 9.9 5.8 3.6
Actividad Vit. A(mg) | 2.5 1.6 3.0 0.2 0.8 0.9
Vit. B1 (mg) 0.2* 0.05 0.33 0.18 0.14 0.03
Vit. B2 (mg) 0.4* 0.24 0.49 0.35 0.17 0.09
Niacina (mg) 1.6 1.2 2.0 1.0 1.8 0.4
Vit. C (mg) 360 65 100 61 58 34
%Humedad 80 86 82 85 90 91
Energia, kcal 64* 42 56 45 26 27

~AContenido promedio de 4 selecciones, analizadas cada una por lo menos en
duplicado *Tomado de INCAP- ICNND, 1961
(Evaluacion..., 2003)




El alto contenido de proteina, provitamina A (principalmente -
caroteno) y vitamina C hace de ésta hoja un alimento que podria
explotarse. Estudios recientes muestran que la hoja de Chaya se
destaca por ser nutricionalmente superior que otros follajes
comunmente consumidos y que esto presenta una posibilidad para
desarrollar productos mejorados en términos nutritivos utilizando
proteinas de origen vegetal. Sin embargo, aun no se cuenta con
metodologia o procesos que permiten la extraccion proteica eficiente

de esta planta para la preparacion de aislados.
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IV. JUSTIFICACION

La desnutricion, especialmente proteica en los paises en vias de desarrollo y
del Tercer Mundo, como Guatemala, se ha acrecentado debido a las escasas
fuentes de proteina (usualmente de origen animal) y a su elevado costo
econdmico. De acuerdo a datos de UNICEF (2007), Guatemala presenta el primer
lugar de prevalencia de desnutricion crénica infantil y sexto a nivel mundial, con un
49.3% de nifios menores de cinco afios afectados por ello. Las consecuencias de
una alimentacion deficiente (tanto en cantidad como en calidad) generan grandes
repercusiones en el desarrollo del infante. De esta cuenta, 25% de las madres de
nifos que padecen desnutricién cronica han padecido de esta misma y un 22.1%
de las gestantes padecen de anemia. Esto genera un ciclo dificil de romper,
generando la urgente necesidad de proveer a la poblacion con alimentos que
puedan suplir sus necesidades.

Ameérica Latina cuenta con diversidad de climas que la hacen apta para la
producciéon de diferentes tipos de alimentos. Sin embargo, debido a la falta de
informacion, las personas suelen desconocer las formas para optimizar el
aprovechamiento de los recursos con que cuentan. Los cereales han sido por
mucho tiempo la fuente de las proteinas de la dieta en paises subdesarrollados y
se prevé que en las proximas décadas sera la fuente predominante de proteinas
para dos terceras partes del mundo. Actualmente se estan dirigiendo gran cantidad
de esfuerzos por encontrar fuentes de proteina de origen vegetal con los cuales se
pueda alimentar a un mayor nimero de personas a un menor precio, ya que el
estado socioecondmico de la poblacion impide que puedan tener acceso a otras
fuentes. También se han desarrollado nuevos estudios en los cuales se puedan
obtener fuentes de proteina dirigidas especificamente para animales para poder dar
un mejor uso a la produccion de vegetacion que pueda ser consumida por seres

humanos.

La hoja de Chaya (Cnidoscolus aconitifolius, ssp aconitifolius) llama la

atencion entre la vegetacion del area centroamericana, mostrando ser una

muy buena fuente de proteina. Esta hoja, originaria del area de Mesoameérica

11



solia ser consumida en la region, pero la tradicion se ha ido perdiendo
debido a los cambios culturales en los habitos de alimentacion. Se ha
encontrado que es excelente fuente de Vitamina C, sales de Hierro, Calcio,
Vitamina A. Su alto contenido proteico (en comparacién a otro tipo de
follajes), hace que el estudio de esta planta sea de vital uso ya que permitiria
establecer los usos que se le pueden dar a la hoja a nivel industrial, pudiendo
ser esto una parcial solucion al hambre que afecta las areas rurales de

Guatemala, y al mundo en general.

El estudio de posibles formas de aislar la proteina de la hoja de
Chaya permitiria la elaboracion de productos que fueran altos en
contenido proteico, con el beneficio que conlleva el consumo de
proteinas de origen vegetal. A partir de los datos obtenidos, podra
establecerse los posibles usos de la hoja para su incorporacion en otro
tipo de alimentos. También permitiria indicar los posibles usos de la
proteina en caso de que esta mostrara una caracteristica tecnolégica

gue la destacara.
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V. OBJETIVOS

A. GENERALES

Establecer las condiciones de extraccion y caracteristicas
generales de la proteina foliar de la hoja de Chaya (Cnidoscolus

aconitifolius).

B. ESPECIFICOS

e Establecer una metodologia para la extraccion de proteina de hoja

de chaya utilizando su punto Isoeléctrico.

e Determinar la funcionalidad tecnoldgica de la proteina de hoja de

chaya.
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VI. METODOLOGIA

A. PREPARACION DE LAS HOJAS

1. Cosecha de las hojas de Chaya. Para la realizacion del presente
estudio se trabajo con follajes de hoja de Chaya (Cnidoscolus aconitifolius)
variedad Estrella. Las hojas fueron cortadas al azar de las plantaciones de
la Universidad del Valle de Guatemala, en la sede del Programa Educativo
del Sur (UVG-PROESUR) en Escuintla.

2. Seleccion. Luego de recibidas las hojas, éstas fueron
seleccionadas, teniendo preferencias por las hojas grandes sobre las
hojas pequefias 0 que tenian apariencia joven. Se eliminaron los

peciolos, quedando Unicamente el limbo y las nervaduras.

3. Secado y triturado. Las hojas fueron secadas en secadores
de aire marca NESCO a 45° C por espacio de 4 horas. Seguidamente
las hojas fueron trituradas manualmente y pasadas por tamiz para

unificar tamano.
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B. DETERMINACION DE SOLUBILIDAD Y EXTRACCION DE PROTEINA
FOLIAR

1.Solubilidad de proteina en relacién a pH y determinacion de punto
punto isoeléctrico. Se tomaron 11 muestras de 3.0 g de hoja de chaya seca
chaya seca Yy se colocaron en tubos para centrifuga. Se les agreg6 15 mL
15 mL de solucion de hidréxido de sodio al 0.1 N, alcanzando cada muestra
muestra un pH de 10. Luego se ajusté cada muestra al pH a analizar
utilizando para ello solucion de hidroxido de sodio al 0.1 N y solucién de
de &cido clorhidrico al 0.1 N. Cada muestra se llevé a un volumen final de
final de 50 mL utilizando agua destilada y a continuacion se centrifugaron

centrifugaron por 10 minutos.

Finalmente se procedi6é a cuantificar la concentracion de proteina en el

sobrenadante utilizando el método de Bradford, descrito a continuacion:

a. Método de Bradford para proteinas solubles

ePreparacion de reactivo de Comassie

1. Pesar 50 mg de azul de Comassie G-250
2. Agregar 25 mL de Etanol, agitar continuamente (evitar la
formacion de grumos)
3. Afadir 50 mL de Acido fosforico 80%
Agitar durante 30 min.
Llevar a 100 mL con agua deionizada y agitar
Aforar a 500 mL con agua destilada

Filtrar

N o g A

e Determinacion de la proteina soluble

8. Preparar una serie de diluciones de BSA en agua consistiendo en
las siguientes concentraciones: 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.50, 1.75 y 2.0
mg/mL.



9. Transferir en triplicado, 0.1 mL de cada estandar o de cada
muestra (sobrenadante) a tubos limpios y secos.

10. Agregar 5 mL de Comassie.

11. Mezclar en Vortex.

12. Incubar a temperatura ambiente por lo menos 20 min.

13. Leer absorbancia a 595 nm contra un blanco sin proteina
(agua destilada)

14. Construir la curva de calibracion a partir de las absorbancias
obtenidas y las concentraciones de las soluciones preparadas.

15. Determinar la regresion lineal que relaciona la curva de
calibracion.

16. Calcular la cantidad de proteina soluble del extracto

utilizando la regresion lineal obtenida.

Los resultados se expresaron como mg de proteina contra pH.
Se establecio el punto isoeléctrico cuando en el valor de pH analizado

se presentara una menor concentracion de proteina en solucion.

2. Condiciones de extraccién de proteina foliar. Utilizando los
resultados de la solubilidad por diferencia de pH (6.2.1), se procedi6 a

realizar un extracto de proteina.

a. Relacion muestra-solvente. Se tomaron tres muestras de 3
g de hoja seca en tubos de centrifuga y luego se les agreg6 15, 30 y
45 mL de solucion de hidroxido de sodio al 0.1 N respectivamente
para luego agitarlos fuertemente por 5 minutos. Luego se llevaron a 50
mL con agua destilada y se midio la cantidad de proteina solubilizada
de acuerdo a la relacibn muestra-solvente, por medio del método de
Bradford. Se tom6é como el mejor rendimiento la relacion que logre la

mayor cantidad de proteina extraida por mililitro.

b. Relacion de tiempo de extraccion. Se procedio a tomar tres

muestras de 3 g de hoja seca en tubos de centrifuga y luego se le

16
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agrega la cantidad de solvente que mostr6 mayor rendimiento en el inciso
anterior. Se procedido a agitar las muestras por 10, 20 y 30 minutos
respectivamente y luego los sobrenadantes fueron analizados por el método
de Bradford. Se tom6 como tiempo 6ptimo el menor tiempo en el que se

alcanzé una mayor cantidad de proteina extraida.

c. Relacién De Temperatura De Extraccion. Se procede a tomar tres
muestras de 3 g de hoja seca en tubos de centrifuga y luego se le agrega la
cantidad de solvente que mostré6 mayor rendimiento en el inciso 6.2.2.1. Se
procedid a agitar las muestras por el tiempo que presentdé un mayor
rendimiento en el inciso anterior, llevandolas a 20, 30 y 40° C
respectivamente. Los sobrenadantes fueron analizados por el método de
Bradford. Se tomé como temperatura o6ptima el valor en el que se alcanzé

una mayor cantidad de proteina extraida.

3. Extraccion de proteina foliar. Se tomaron las muestra de hoja seca
de chaya y utilizando las condiciones de tiempo, temperatura y solvente
Optimas se procedid a solubilizar la proteina. Seguidamente, se centrifugaron
por 15 minutos la mezcla para obtener el sobrenadante con la proteina
solubilizada. Se procedié a realizar una segunda extraccion utilizando la
mitad del solvente y prensando los residuos para filtrar la mezcla con el fin de
asegurar que se extrajera la mayor cantidad de proteina. Se recolect6 todo el
sobrenadante y se cambid el pH del mismo hasta el punto isoeléctrico
(previamente determinado). Luego se dejo reposar la muestra por 12 horas

en refrigeracion (5° C) para luego centrifugarse por 10 minutos.

Finalmente se descartaron los sobrenadantes y se recolectaron todos

los precipitados para deshidratarse en secador de aire a 40° C por 12 horas.

4. Determinacion del rendimiento. Utilizando los datos previamente
recabados, se determind el rendimiento del proceso como:
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Ecuacion 1. Determinacion de rendimiento de proceso de extraccion de

proteina foliar

gramos de proteina extraida
gramos de muestra

%Rendimien to =

(Sanchez, 2005)

C. DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE
LA PROTEINA

Las caracteristicas tecnolégicas se determinaron de acuerdo a

la metodologia descrita por Gudiel (2006):

1. Solubilidad del aislado en funciéon de pH. Se tomé 2.5 gramo de
proteina y se prepararon 250 mL de solucion al 1% de proteina a pH 7
(utilizando soluciones de Hidréxido de Sodio y Acido Clorhidrico para

ajustarla, previo a aforar).

Se tararon 6 tubos de centrifuga y se vertieron en ellos 10 mL
de solucion de proteina al 1%. Se ajust6é cada tubo a pH 5.0, 5.5, 6.0,
6.5, 7 y 7.5 respectivamente. Se mezclé cada tubo fuertemente y se
dejoé reposar por 5 minutos para luego mezclarnos nuevamente por 5
minutos. Finalmente se centrifugaron los tubos por 5 minutos y se
analizaron los sobrenadantes por el método de Bradford para
establecer la solubilizacion de proteina, expresandose los resultados
como una grafica de concentracion de proteina (mg/mL) vrs pH. El pH
gue muestre un mayor grado de solubilizacion sera el utilizado para las
pruebas subsiguientes, debiéndose preparar una nueva solucion de

proteina al 1.0% ajustada al pH elegido. (Gudiel, 2006)

2. Capacidad de emulsion. Se tomaron 50 mL de solucién de proteina
al 1.0% y se colocan con 25 mL de aceite de girasol para batirlos por 2

minutos a velocidad maxima. Se afiadié aceite con una bureta a medida que
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continuaba el batido hasta romper la emulsion. La capacidad de emulsion se

expresa como el volumen total de aceite por gramo de proteina utilizada.

3. Estabilidad de emulsion. Se tomaron 25 mL de solucion de proteina
al 1.0% y se colocan junto con 75 mL de aceite de girasol en una batidora. Se
baten a velocidad maxima por 3 minutos para luego transferir la mezcla a un
beaker de 250 mL. Se guardo la emulsién en frio y a temperatura ambiente
para observar la estabilidad y los cambios ocurridos a luego de 1, 3, 9y 21
minutos. (Gudiel, 2006)

4. Expansion y estabilidad de espumas. Se tomaron 100 mL de
solucién de proteina al 1% y se batid6 por 5 minutos a velocidad maxima.
Luego se procedio a transferir la espuma a una probeta, midiendo el liquido y
de espuma. Se dej6 reposar la espuma en la probeta y se tomaron los
volumenes de espuma a 15, 30, 45 y 60 minutos para calcular la estabilidad y

expansion de la espuma.

Ecuacion 2: Estabilidad de espuma

Volumen de espuma alos 60 minutos
Volumen de espuma alos 0 minutos

Estabilidad de espuma = 100

Ecuacion 3: Expansiéon de espuma

Volumen de espuma alos O minutos * 100

Expansion de espuma = — —
Volumen de la solucion original

5. Absorcion de agua y aceite. Se tomo 1 g del aislado y se le agrego
50 mL de agua destilada, se agité por un minuto para luego dejarlo reposar
por 30 minutos y se centrifugo por 20 minutos. Se decanto el agua dejando
el tubo invertido durante 5 minutos, y finalmente se pesé el tubo con gel. La
diferencia del peso del tubo gel y el tubo con la muestra seca fue el peso de

agua absorbida. El resultado se informd en mL de agua por gramo de aislado.



La densidad del agua se asumi6 de 1 g/mL, realizandose la medicion a

temperatura ambiente.

Para la determinacion de absorcion de aceite se realizo el
mismo procedimiento, utilizando aceite de girasol en sustitucion de
agua destilada. La capacidad de absorcion de aceite se expresé como
mL de aceite absorbido por gramo de aislado. La densidad del aceite

se asumio como 0.89 g/mL a temperatura ambiente.

Ecuacion 4: Capacidad de absorcién

peso de solvente absorbido * !

p del solvente

Capacidad de absorcion =
Peso de la muestra

_ mL de solvente absorbido
g de proteina

D. CARACTERISTICAS DEL AISLADO
1. Humedad. Se lavaron y secaron completamente capsulas de

aluminio, dejandolas en horno y luego en secadora hasta alcanzar un
peso constante. El horno se estabilizé en 135° C. Seguidamente se
pesaron 2 g de la muestra en una de las capsulas de aluminio
previamente llevadas a peso constante, esparciendo la muestra de
manera uniforme dentro de la misma. Se colocaron las capsulas dentro
del horno y se secaron hasta que la muestra alcanzara un peso
constante. Finalmente se dejaron secar las muestras en desecadora

para luego enfriar y pesar.

Ecuacion 5: Porcentaje de humedad

peso de muestra humedad - peso de muestra seca
peso de muestra himedad

(Método AOAC No. 27.005, 1975)

% humedad =

*100

20
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2. Proteina (método Kjeldahl). Se pesaron 0.25 g de muestra en el
balén de Kjeldahl de 1000 mL, y se le agregaron 1.5 g de sulfato, 0.1 g de
oxido de mercurio y 3 ml de acido sulfurico concentrado. Se puso el bal6n a
digerir en hornillas en posicién inclinada, manteniéndose caliente hasta que la
muestra quedara clara (aproximadamente 30 minutos) para luego enfriar la

mezcla.

Se prepararon por aparte Erlenmeyer de 250 mL con 10 mL de &cido
borico al 4% y 3 gotas de indicador rojo de metilo y se colocaron al final del
tubo condensador, cuidando que la punta del tubo condensador estuviera

siempre dentro de la solucion de &cido borico.

Se agregaron 10 mL de agua al balén que contenia la muestra digerida
y se agitd hasta que estuviera completamente disuelta. Se agrego la muestra
al aparato destilador y ya en el aparato se agregaron 13 mL de hidréxido de
sodioal 40% con 5 ml de tiosulfato de sodio penta hidratado al 8%. Se
encendié el aparato y se colectaron 80 mL del destilado. Se retird el
recipiente y se titulo el destilado en el Erlenmeyer de 250 mL con solucién de
acido clorhidrico al 0.1 N estandarizado hasta que se diera el cambio de

color.

Ecuacion 6: Porcentaje de proteina

volumen de solucion HCI estandariz ado usado
para titular *normalidad de HCI *0.014
peso de la muestra

*100 *6.25

% proteina =

(Método AOAC No. 14.067, 1975)

*** Se asumidé que el nitrégeno no proteico en las muestras no
representaba un aporte significativo para el analisis, por lo que se calculo el

porcentaje proteico directamente.



E. ANALISIS ESTADISTICO
Todos los analisis fueron realizados en triplicado, a excepcion

del analisis de solubilidad de la proteina en funcion de pH y las
cuantificaciones de proteina por andlisis Kjeldahl, los cuales se
realizaron en duplicado. Para el correcto andlisis de los datos
recabados se procedio al calculo de media y desviacién estandar para

cada uno de los estudios. Para ello se utilizaron las ecuaciones:

Ecuacion 7: Media

(Skoog, 2005)

Ecuacion 8: Desviacion estandar

(Skoog, 2005)

Ecuacion 9: Suma de cuadrados de Varianzas
(XxXt01)+(yx02)=2z%03

Z=X+Yy

|2 2

(Skoog, 2005)
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Los promedios y desviaciones estandares para la representacion de
los resultados fueron calculados por una hoja electronica de calculo del
programa Microsoft Excel XP. Para los analisis de las condiciones de
extraccion de proteina foliar (Seccion 2) se aplicd un andlisis de varianza de
mono factorial, ANOVA, para el estudio de cada condicion y se calculé por
medio de la opcién de analisis de datos en herramientas de una hoja

electronica de calculo del programa Microsoft EXCEL XP.



VIl. RESULTADOS y DISCUSION

A. DETERMINACION DE SOLUBILIDAD Y EXTRACCION DE

PROTEINA FOLIAR

Para el presente estudio se recolectaron inicialmente hojas
frescas de Chaya (Cnidoscolus aconitifolius) variedad Estrella. Estas
fueron seleccionadas, tomando Gnicamente las que no fueran
demasiado jovenes o que fueran notoriamente viejas (pudiendo tener
deterioro, coloraciones pardas o amarillentas y apariencia fragil). Esto
con el fin de poder obtener la mayor cantidad y mejor calidad de
proteina a partir de las mismas. No se establecid preferencia por
ninguno de los estratos de la planta, utilizando hojas de los tres, para
establecer las caracteristicas globales del follaje. Al seleccionar las
hojas también se eliminaron los peciolos que pudieran haber quedado.
Estos se eliminan dado que se ha establecido en estudios previos que
el contenido de la proteina foliar se encuentra en su mayor parte en la

lamina, en menor grado en las nervaduras y por ultimo en los peciolos.

Para poder realizar el estudio de manera estandarizada fue
necesario secar las hojas. Las condiciones de humedad de las hojas
generan variabilidad en el analisis dado que si Unicamente se utilizaran
extractos frescos estos se encontrarian ligados de manera directa a la
humedad de las plantas de donde fueron colectados los follaje y la
época del ano (estacionalidad), generando variabilidad en caso que se
deseara realizar un estudio similar. Para eliminar el posible error que
pudiera agregar este factor fueron secadas las hojas. El proceso se
llevé a cabo a 45° C, ya que es la temperatura mas alta a la cual se
puede secar la hoja sin degradar las proteinas en ella. De hecho, a esa
temperatura algunas proteinas podrian haber sido desnaturalizadas,
pero se ha establecido que una parcial desnaturalizacién de fracciones

proteicas en una muestra favorecen a la solubilizacion de las mismas.
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Dado que lo que se deseaba con el proceso de extraccion era la

solubilizacion de las mismas, el efecto era deseado.

Seguido del secado se procedié a triturar las hojas. Este proceso
implicaba un paso sumamente importante, debido a las condiciones a las
cuales se iba a someter posteriormente la hoja seca necesitaban de una
disminucién de tamafio hasta particulas muy pequefas. Uno de los factores
gue siempre deberd tomarse en cuenta en los procesos de extraccion es el
area superficial o area de contacto solvente-soluto. En estos procesos se
busca maximizar dicha area ya que favorece la interaccion entre el solvente y
el soluto que desea acarrearse para obtener mayores rendimientos. En este
caso, las hojas fueron trituradas y tamizadas hasta obtener un polvo, de

manera que la extraccion se diera de forma eficiente.

Posteriormente se realizo el andlisis de solubilidad de proteina en
relacibon a pH para la determinacion del punto isoeléctrico. El punto
isoeléctrico de las proteinas se encuentra en el valor de pH en el cual la
carga neta de la proteina es igual a 0. Esto implica que las cargas positivas y
negativas se anulan entre si, sobre todo si se refieren a las cargas fijas. Las
cargas disociables son las que varian al estar o no en forma protonada (con
iones hidrégeno). Se debe recordar siempre que el punto isoeléctrico varia de
acuerdo a la composicion estructural de la proteina, ya que son los residuos
de aminoéacidos los que daran las cargas a la proteina. También se toma en
cuenta el efecto de la conformacion proteica, ya que en muchos casos es el
plegado de la proteina lo que mantiene neutralizados ciertos residuos al estar
ligados con residuos de cargas opuestas en la misma proteina. Al estar
expuestos y en contacto con soluciones de pH variable, podria verse
afectada su solubilidad. Teniendo esto en cuenta, se procedio a realizar la

determinacion de la curva de solubilidad.
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Figura 2: Curva de solubilizaciéon de la proteina foliar de hoja de Chaya
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A partir de la Figura 2 se puede observar como
aproximadamente en pH 3.8 la proteina no es tan soluble,

estableciéndose éste como punto isoeléctrico.

Para el presente estudio la determinacién del punto isoeléctrico
fue vital ya que el método de aislamiento de la proteina fue el de
solubilizacion y precipitacion por diferencia de pH, llevandola a pH
donde fuera soluble y luego cambiarlo hasta el punto isoeléctrico para
recolectar el precipitado. Como se observa en la grafica, la proteina de
la hoja de chaya fue soluble conforme aument6 el pH. Se establecio
gue para la solubilizacion de la proteina se debia llevar a pH 10 ya que
en ese punto la proteina era mucho mas soluble. Cabe aclarar que no
se optd por un pH mas basico debido a que en estudios previos se
reportd la racemizacion de aminoacidos en valores de pH muy altos
(basicos), la cual podria promoverse por el tiempo requerido para
extraer la proteina y por la agitacion, pudiendo dafiar la proteina

irreversiblemente en el aislado.
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Para el disefio del proceso de extraccion se debe también tomar en
cuenta la optimizacién de recursos, como en todo proceso ingenieril, dado
gue el desperdicio de tiempo, energia o recursos implica pérdidas. Es por ello
gue se analizaron los factores de tiempo, temperatura y relacion solvente-
muestra de la extraccion. Debido que lo que se necesitaba era tener las
condiciones que fueran mas eficientes, se esperaba obtener la mayor
cantidad de proteina con el menor gasto posible (tiempo, energia o recursos).
Fue necesario realizar andlisis de varianza entre los datos presentados para
establecer entre que grupos si se encontraron diferencias significativas.
Como solvente se utilizd solucion de hidréxido de sodio al 0.1 N, ya que
permitiria el cambio de pH hasta 10 sin aportar sales significativamente que
pudieran afectar la exactitud del estudio.

Cuadro 2: Condiciones de extraccion para proteina foliar de

hoja de Chaya seca

Condicién Valor

Relacion Muestra- solvente 10 mL/g
Tiempo 20 minutos

Temperatura 30°C

Para el analisis de Relacion de Muestra- Solvente se establecieron las
relaciones como mL de solvente por gramo de muestra, eligiendo las
relaciones de 5, 10 y 15 mL/g. Para dichos procesos se tomé el 50% del
solvente para realizar la primera extraccion (solubilizacién, agitado y luego el
50% restante se dividié en dos partes para hacer dos lavados finales. Al final
se recolectaron los tres lavados y estos fueron los que se analizaron por el
meétodo de Bradford. Se analizaron los datos y se obtuvieron promedios de la
proteina solubilizada. Se realizé un analisis de varianzas entre grupos y se
encontré (Cuadro 11, pagina 45) que el valor F fue de 116.262, que es mayor
gue el valor critico para F de 7.709, pudiendo afirmarse que si hay diferencias

significativas entre grupos.



Se observé (Cuadro 10, pagina 44) que el mayor porcentaje de
proteina solubilizada se obtuvo en las relaciones 10 y 15 mL/g, 5.448 +
0.217% y 5.699 + 0.227%. Teniendo promedios de proteina soluble tan
cercanos se realizd un andlisis de varianza para establecer si habia
diferencias significativas entre los grupos. De acuerdo al Cuadro 12
(pagina 46) el valor de F fue de 1.918, que comparado con el valor
critico para F de 7.709 es menor. Con esto se concluy6 que no habian
diferencias significativas entre los grupos de 10 y 15 mL/g, decidiendo
utilizar la relacion de 10 mL/g para las extracciones ya que logra
obtener la mayor cantidad de proteina y, comparativamente, la menor
cantidad de solvente para tal resultado (ya que no hay diferencia
significativa entre lo que se obtiene con la relacion de 10 o de 15
mL/g). Ademas es l6gico que no fuera la relacion de 5 mL/g por la
probable saturacion del solvente, evitando que toda la proteina pudiera

solubilizarse de manera eficiente.

Para el anadlisis de Relacion de Tiempo de Extraccion se
establecieron las relaciones como tiempo de agitacién de la muestra
con el solvente. Este tiempo es vital ya que establecera los limites de
tiempo minimo para extraer la mayor cantidad de proteina. Se eligieron
las relaciones de 10, 20 y 30 minutos ya que el proceso de
solubilizacion de proteina es considerablemente rapido. Habiendo
realizado ya el andlisis de relacion de solvente- muestra, se utilizé el
método previamente descrito de tres lavados con una relacion de 10
mL de solvente por gramo de hoja seca. Se colocaron las muestras a
analizar y se agitaron por el tiempo establecido, filtrando
inmediatamente los Residuos para obtener UGnicamente los
sobrenadantes en el tiempo establecido para ser analizados por el

método de Bradford.

Se analizaron los datos y se obtuvieron promedios de la
proteina solubilizada. Se realizé un andlisis de varianzas entre grupos

y se encontrd que (Cuadro 14, pagina 48) el valor F fue de 19.341, que
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es mayor que el valor critico para F de 5.143, pudiendo afirmarse que si hay

diferencias significativas entre grupos.

Se observé (Cuadro 13, pagina 47) que el mayor porcentaje de
proteina solubilizada se obtuvo a 20 y 30 minutos, 5.134 + 0.348% y 5.390 +
0.223%. Teniendo promedios de proteina soluble tan cercanos se realizé un
andlisis de varianza para establecer si habia diferencias significativas entre
los grupos. De acuerdo al Cuadro 15 (pagina 49), el valor de F fue de 1.157
gue comparado con el valor critico para F de 7.709 es menor. Con esto se
concluy6 que no habian diferencias significativas entre los grupos de 20 y 30
minutos, decidiendo utilizar la relaciébn de 20 para las extracciones ya que
logra obtener la mayor cantidad de proteina de manera eficiente sin prolongar
el proceso, ademas de tomar en cuenta que no hubo diferencia significativa
entre la extraccion de 20 y 30 minutos. También se tomé en cuenta el peligro
de racemizacion previamente mencionado por lo que se buscaba obtener el

tiempo mas corto con el mayor rendimiento.

Para el andlisis de Relacibn de Temperatura de Extraccion se
establecieron las relaciones como la temperatura a la cual debia estar el
solvente para obtener la mayor cantidad de proteina solubilizada. Se eligieron
las temperaturas de 20°, 30° y 40° C. No se optaron por temperaturas mas
altas ya que podrian generar desnaturalizaciones irreversibles, ni
temperaturas mas bajas ya que los procesos de extracciébn a temperatura
ambiente o mayor suelen ser mas eficientes.  Habiendo realizado ya el
analisis de relacion de solvente- muestra y tiempo de extraccién, se utilizé el
método previamente descrito de tres lavados con una relacién de 10 mL de
solvente por gramo de hoja seca por 20 minutos. Se colocaron las muestras
a analizar y se agitaron por el tiempo establecido, cuidando que la
temperatura se mantuviera en el valor deseado. Los sobrenadantes fueron

analizados por el método de Bradford.

Se analizaron los datos y se obtuvieron promedios de la proteina
solubilizada. Se realiz6 un andlisis de varianzas entre grupos y se encontrd

gue (Cuadro 17, pagina 51.) el valor F fue de 3.119, que es menor que el



valor critico para F de 5.143, pudiendo afirmarse que no hay
diferencias significativas entre grupos. Se optd por realizar la
extraccion a 30° C ya que obtuvo levemente mas que a 20° C, y no es
tan riesgoso como a 40° C (en términos de desnaturalizacion de

proteinas por temperatura).

Finalmente con las condiciones establecidas se procedié a
realizar la extraccion de proteina. Para este proceso se secaron 11,
340 + 0.03 g de chaya fresca obteniéndose 1,600 + 0.01 g de chaya
seca. Se proceso la chaya seca con las condiciones previamente
establecidas, para luego pasar la mezcla a pH 3.8 y favorecer la
precipitacion de la proteina. Con el fin de favorecer la floculacion
espontanea de la misma se dejé reposar en refrigeracion (5° C) por 12
horas para luego centrifugarse por 10 minutos, recolectar y secar en
secador de aire por 40° C por 12 horas. Se obtuvo 69.8 £ 0.01 g de
aislado de proteina de chaya. Si se toma en relacién a la Chaya
Fresca, el rendimiento del proceso seria de 0.616 + 8.20*10°%,
mientras que si se establece a partir de la Chaya Seca el rendimiento
seria de 4.363 + 6,35*10%. El rendimiento en cualquiera de los casos
fue sumamente bajo. Tomando en cuenta los analisis de proteina, se
recuperé Unicamente un 2.89% de la proteina total de la hoja,
guedando gran parte aun en los Residuos. Comparando con estudios
anteriores, si se ha logrado obtener mejores rendimientos de éste
proceso, logrando obtener hasta 58.32 % de proteina foliar (Spell,
2011) pero realizandolo en fresco (sin secar la hoja) y licuando la hoja
fresca con los solventes. El tamafio de particula logrado al licuar la
hoja fresca junto con el solvente probablemente logra generar un area
de contacto efectiva mucho mayor que la generada al secar, triturar y
agregar solvente. Hay que notar también que al momento de agregar
el solvente a la muestra de chaya hecha polvo esta se reconstituy6 de
alguna forma, pudiendo observarse pedazos considerablemente
grandes de hoja que probablemente no permitieron que la extraccion
se diera al ni &rea de contacto ni ruptura de las estructuras celulares

del follaje que permitiera la liberacion de las proteinas. Se observa que
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este proceso no es entonces el adecuado ya que no favorece la extraccion

total de la proteina.

B.DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS TECNOLOGICAS DE
LA PROTEINA

Inicialmente se procedi6 al analisis de la solubilidad de la proteina en
el aislado. Debido a que a lo largo del proceso la proteina cambia su
conformaciéon al variar el pH de un extremo de la escala al otro, podia
pensarse que la conformacion cambiaria de tal forma que el comportamiento
de solubilidad en relacién al pH pudiera variar. Sin embargo, de acuerdo a lo
observado en la Figura No. 3 puede verse que mantiene el mismo
comportamiento que en la solubilizacién de la proteina de hoja de Chaya. Los
valores de pH elegidos para este andlisis fueron elegidos dado que en este
rango se esperaria que estuvieran algunos alimentos en los cuales se
pudiera agregar la proteina. Sin embargo, dado que su solubilizacién fue a
valores considerablemente basicos (comparativamente en términos de los
rangos usuales para alimentos), la adicion de proteina de Chaya quedaria

restringida a alimentos con pH entre 7y 7.5.

Figura 3: Solubilizacién de la proteina del aislado proteico a diferentes

valores de pH

Determinacion de proteina soluble del aislado protéico
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Se eligi6 el valor de pH de 7.5 dado que la solubilizacion es
mayor. Esto implica que la molécula se encuentra interactuando en

mayor grado en solucién y no precipitaria.

Cuadro 3: Caracteristicas tecnoldgicas del aislado proteico de

hoja de Chaya

Caracteristica Valor

I+

Capacidad de emulsion 10.067 0.231 mL aceite/g aislado

Expansion y estabilidad de

ND
espumas
Absorcion de agua 0.940 + 0.140 mL agua/g aislado
Absorcion de aceite 1.801 * 0.168 mL aceite/g aislado
pH soluble 75 = 0.05

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cuadro No. 3 se
observa que la capacidad de emulsién del aislado fue de 10.067 +
0.231mL aceite / g aislado. Este valor es considerablemente bajo si se
denota que en otros estudios se ha demostrado que proteinas de soya
0 huevo muestran capacidades emulsificantes mayores a 300 mL/ g
aislado. De esta cuenta puede establecerse que la proteina aislada de

hoja de chaya no es util como agente emulsificante.

Para las pruebas de expansion y estabilidad de espuma no se
obtuvieron datos debido a que no se logré formar la espuma. (Ver
Figura 9, Pagina 59). Las proteinas contenidas en el aislado no son
capaces de generar las peliculas que forman las estructuras de una
espuma, por lo cual no se recomienda tampoco su uso como aditivo

para esta funcion.

En lo que respecta a la capacidad de absorcion de agua y
aceite, se obtuvieron valores de 0.940 + 0.140 mL agua/g aislado y
1.801 + 0.168 mL aceite/g aislado respectivamente. Los valores

también denotaron ser considerablemente bajos ya que, si se quisiera
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utilizar este tipo de proteinas para fijar agua o aceite y dar cuerpo a un
alimentos, probablemente seria muy caro y se necesitaria de cantidades de
proteinas demasiado grandes que pudieran afectar también el color, olor o
sabor del producto elaborado.

De acuerdo a los resultados obtenidos en el Cuadro No. 4 para la
prueba de estabilidad de la emulsionse pudo observar que si se formé una
emulsion, aunque no totalmente estable ya que a medida que transcurrieron

12 minutos, casi un cuarto del volumen total ya se habia separado.

Cuadro 4: Estabilidad de la emulsion

Tiempo _
. Ambiente (20° C) Frio (5° C)
(minutos)

12




Pudo observarse que no importando la temperatura, la proteina
no logro soportar la tension de la emulsion cediendo ante el efecto de

coalescencia de la fase lipidica (en este caso, el aceite de girasol)

A partir de los datos obtenidos se puede establecer que el
aislado proteico preparado no es util tecnoldégicamente, dado que no
muestra propiedades que puedan ser aprovechadas en la preparacion
de un alimento, ya que otros aislados generan mucho mejores efectos.
Podria especularse sobre el tipo de proteinas que componen el aislado
y si estas fueran Unicamente de tipo estructural. Siendo asi, al
romperse en las hojas o durante el procesamiento, éstas perderian sus
caracteristicas funcionales y serian de valor Unicamente por su calidad
nutricional (especificamente por su composicion de aminoacidos). Sin
embargo esto no puede afirmarse con certeza dado que no se
realizaron estudios que pudieran establecer con total exactitud que
componentes conforman la proteina de la hoja de chaya y que
componentes se encontraron presentes en el aislado, de manera que
se pudiera verificar si es la proteina en si y no el proceso, o viceversa,

lo que genera la falta de caracteristicas tecnoldgicas aceptables.

C.CARACTERISTICAS DEL AISLADO Y LA HOJA
Finalmente se procedi6 a analizar las caracteristicas de los

componentes del aislado y compararlos con la hoja fresca. El aislado
generado fueron laminas cristalinas de color Café oscuro, sumamente
higroscopicas, con aroma a pasto. Del Cuadro No. 5 se puede
observar que el contenido de proteina del aislado es
considerablemente bajo, para ser un aislado. Se evalué el proceso
para establecer las posibles fallas ya que en estudios anteriores se

alcanzaron rendimientos de hasta 58.71% (Spell, 2011).

Cuadro 5: Caracteristicas de proteinay humedad de hoja de Chaya

y aislado proteico de hoja de Chaya

Analisis Hoja fresca Aislado

Humedad (%) | 79.11 + 1.01 7.99 + 1.24
Proteina (%) | 7.656 + 0.114 31.96 + 0.054
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El efecto mas significativo pudo haber sido el haber utilizado hoja de
Chaya seca triturada y no un extracto fresco. Al haber un proceso de secado,
la proteina queda con sitios expuestos que probablemente ante el contacto
con oxigeno del ambiente, podrian quedarse ligados de manera irreversible
evitando que puedan salir de las estructuras de la hoja seca triturada. En el
estudio antes mencionado se lograron obtener altos contenidos de proteina
en los extractos al licuar las hojas frescas. Esto permitio la liberacion total de
las proteinas estructurales y enzimas, que constituyen la porcion primordial
en la proteina foliar. En este estudio, aunque el tamafio de particula de la
chaya seca fue pequefia (pasandola por tamices), al momento de afadir el
solvente se observd que las particulas obtenian un gran tamafio, como si
estas funcionaran como una esponja que se hidrata o seca sin perder la
estructura. Al no haber una total disgregacion de las estructuras las proteinas

no fueron liberadas en su totalidad y la extraccion fue ineficiente.

Se deberd tomar en cuenta para un posterior redisefio del proceso el
licuar la hoja de Chaya previo al secado para asi obtener una hoja
completamente triturada previa a cualquier procesamiento para favorecer la
liberacion de todas las proteinas o bien, el establecer si el secado es una

limitante para la realizacibn de procesos de extraccion proteica.



VIIl. CONCLUSIONES

e Se establecieron como condiciones Optimas de extraccion para el
aislamiento de proteina de hoja de chaya a partir de hoja seca un proceso a
30° C, por 20 minutos con una relacibn muestra-solvente de 10 mL de
solvente/gramo de muestra. El rendimiento presentado fue bajo por lo que

se considera el proceso como poco eficiente.

e Se encontrd que el punto Isoeléctrico de la proteina foliar es a pH 3.8
+ 0.01, ya que se da la mayor proporcién de precipitacion de proteina en el

proceso de extraccion.

e El comportamiento de la proteina, en términos de la solubilizacion de la
misma a diferentes valores de pH, fue el mismo en la hoja como en el
aislado, indicando que no hubieron cambios sustanciales en la proteina por

el procesamiento.

e La proteina mostré una capacidad emulsificante de 10.067 + 0.231 mL
aceite/g aislado, una absorcion de agua de 0.940 + 0.140 mL agua/g aislado,
una absorcién de aceite de 1.801 + 0.168 mL aceite/g aislado y ninguna
capacidad de expansién o estabilidad de espuma, mostrando que sus
caracteristicas tecnologicas no son variadas y no lo hacen un buen aditivo

(en términos tecnoldgicos).
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IX. RECOMENDACIONES

e Realizar un fraccionamiento de la proteina para establecer los

componentes de la misma.

e Establecer las condiciones para preparar un aislado a partir de
extractos frescos de hoja de Chaya y analizar sus caracteristicas
tecnolégicas para establecer si su funcionalidad se encuentra ligada

Gnicamente a la nutricion y no a la tecnologia alimentaria.

e Establecer la presencia de componentes toxicologicos en el aislado

proteico.

e Evaluar la inclusion del aislado en una matriz alimentaria (a nivel

qguimico, tecnoldgico y organoléptico).

e Analizar la actividad antioxidante del aislado de proteina.
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Xl. APENDICE
A.SOLUBILIDAD DE PROTEINA EN RELACION A pH Y DETERMINACION

DE PUNTO ISOELECTRICO

Para la solubilizaciéon de proteina en relacion a pH, determinacion de
punto isoeléctrico, determinacion de condiciones de extraccion, rendimiento y
solubilizacion del aislado se determiné el porcentaje de proteina soluble por
medio del método de Bradford.

Para ello fue necesaria la preparacion de una curva de calibracién con

Seroalbumina Bovina (BSA).

Cuadro 6: Datos de absorbancia para curva de calibraciéon de

proteina soluble

Concentracion de BSA Absorbancia a
(mg/mL) 595 nm (+0.001)

0.25 0.154

0.5 0.255

0.75 0.523

1 0.632

1.25 0.652

15 0.767

1.75 1.117

2 1.04

Con los datos anteriores se elaboré una grafica de concentracion de
albumina versus absorbancia y se trazdé una regresion lineal (graficada y
calculada por medio del asistente para graficos de hoja electrénica de célculo
de Microsoft Excel) la cual se estableciéo como la curva estandar para calcular

el contenido de proteina disuelta en los analisis realizados.
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Figura 4: Curva de calibracion de proteina disuelta
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La regresion lineal calculada fue y=0.564 x, donde y es la
absorbancia y x es la concentracibn de proteina BSA en mg/mL.
Despejando para la concentracion:

Ecuacion 10: Porcentaje de proteina soluble

=mg proteina/m L

1000mg

(mg de proteina * Voluen de aforo, mL * 1gj
*100
(% de proteina * peso de muestra )

%Proteina Soluble =

En el caso de la determinacion de la solubilizacion de proteina
de la hoja de chaya y determinaciéon del punto isoeléctrico fue
necesario observar el comportamiento del porcentaje de proteina

solubilizada contra distintos valores de pH
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Cuadro 7: Porcentaje de solubilizacion de proteina de hoja de Chaya (1)

pH concentracion de )
(£0.01) Abs (x0.001) oroteina (mg/mL) % Proteina soluble
0.169 0.300 + 1.77*10° [ 1.532 + 9.07 *107
2 0.146 0.259 + 1.77¥10° | 1.323 + 9.07*10°
0.144 0.255 + 1.77¥10° | 1.305 + 9.07 *10°
0.156 0.277 + 1.77*10° | 1.414 + 9.07*10°
3 0.129 0.229 + 1.77*10° | 1.169 + 9.07 *107
0.128 0.227 + 1.77¥10° | 1.160 + 9.07 *10°
0.089 0.158 # 1.77*10° | 0.807 + 9.07*10°
3.5 0.136 0.241 + 1.77*10° | 1.233 + 9.07*10°
0.144 0.255 # 1.77*10° | 1.305 + 9.07 *10°
0.089 0.158 + 1.77*10° | 0.807 + 9.07*10°
3.8 0.154 0.273 + 1.77*10° | 1.396 + 9.07 *10°
0.101 0.179 + 1.77¥10° | 0.916 + 9.07*10°
0.164 0.291 + 1.77¥10° | 1.487 + 9.07*10°
4 0.160 0.284 + 1.77¥10° | 1.450 + 9.07 *10°
0.203 0.360 + 1.77*10° | 1.840 + 9.07*10°
0.229 0.406 = 1.77¥10° | 2.076 + 9.07*10°
4.5 0.175 0.310 + 1.77¥10° | 1.586 + 9.07 *10°
0.150 0.266 + 1.77¥10° | 1.360 + 9.07 *10°
0.185 0.328 = 1.77¥10° | 1.677 + 9.07*10°
5 0.176 0.312 + 1.77¥10° | 1.595 + 9.07 *10°
0.186 0.330 + 1.77*10° | 1.686 + 9.07 *10°
0.181 0.321 + 1.77¥10° | 1.641 + 9.07*10°
6 0.176 0.312 + 1.77¥10° | 1.595 + 9.07 *107
0.208 0.369 + 1.77*10° | 1.885 + 9.07 *107

** Proteina en muestra; 32.60 +0.4839%



43

Cuadro 8: Porcentaje de solubilizacion de proteina de hoja de Chaya (2)

pH Concentracioén de
(£0.01) Abs (£0.001) oroteina (mg/mL) % Proteina soluble
0.214 0.379 + 1.77*10° [ 1.940 + 9.07 *107
7 0.231 0.410 # 1.77*¥10° | 2.094 + 9.07*10°
0.241 0.427 + 1.77¥10° | 2.185 + 9.07 *10°
0.228 0.404 + 1.77*¥10° | 2.067 + 9.07*10°
8 0.236 0.418 + 1.77¥10° | 2.139 + 9.07*10°
0.295 0.523 + 1.77¥10° | 2.674 + 9.07*10°
0.297 0.527 + 1.77*10° | 2.692 + 9.07 *10°
9 0.269 0.477 + 1.77¥10° | 2.438 + 9.07*10°
0.270 0.479 + 1.77*10° | 2.447 + 9.07*10°

** Proteina en muestra: 32.60 +£0.4839%

Cuadro 9: Promedios de porcentaje de proteina soluble para Curvade

solubilizacion de proteina de hoja de Chaya

% Proteina soluble
pH (£0.01) promedio
2 1.387 =+ 0.126
3 1.248 + 0.144
3.5 1.115 £ 0.269
3.8 1.039 =+ 0.314
4 1592 + 0.215
4.5 1.674 * 0.366
5 1653 =+ 0.05
6 1.707 *= 0.156
7 2073 = 0.124
8 2293 + 0.332
9 2526 + 0.144
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Con los resultados previamente mostrados se construyo la curva de
porcentaje de solubilizacién de proteina en relacion al pH presentada en la

seccion de resultados.

B.RELACION MUESTRA-SOLVENTE

Se presenta a continuacion los resultados obtenidos a partir de la
cuantificacion de proteina soluble para establecer la relacibn muestra-
solvente. También se presentan los cuadros de resultados de los analisis de
varianzas de un factor, calculada por medio de la opcion de analisis de datos
en herramientas de una hoja electrénica de calculo del programa Microsoft
Excel XP para establecer si hay diferencia significativa entre resultados. Los
mismos analisis estadisticos fueron aplicados para las pruebas de relacion de

tiempo de extraccion y de temperatura de extraccion

Cuadro 10: Resultados de la solubilizacién de proteina de acuerdo a la

relacion muestra solvente

Relacion » Porcentaje de Promedio
(mL por Abs Concentra,mon de proteina soluble proteina
g hoja) |(x0.001) proteina %) soluble (%)
0.362 [0.642 + 1.77*10° | 3.281 + 0.0496
5 0.317 |[0.562 + 1.77*10° |2.874 + 0.0436 2.967 + 0.279
0.303 [0.537 + 1.77*10° | 2.747 + 0.0418
0.627 |1.112 + 1.77*10° |5.684 + 0.0849
10 0.58 1.028 + 1.77*10° |5.258 + 0.0786 [5.448 =+ 0.217
0.596 |1.057 =+ 1.77*10° |5.403 + 0.0807
0.603 |1.069 =+ 1.77*10° |5.466 + 0.0817
15 0.63 1.117 + 1.77*10° |5.711 + 0.0853 [5.699 + 0.227
0.653 |1.158 =+ 1.77*10° |5.919 =+ 0.0883
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Cuadro 11: Analisis de Varianza de un factor para andalisis de relacion

muestra-solvente

Anédlisis de varianza de un factor

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

5 mL/g 3 8.902 2.967 0.078

10 mL/g 3 16.344 5.448 0.047

15 mL/g 3 17.096 5.699 0.051

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio Valor

las Suma de de de los F Prob  critico
cuadrados

variaciones libertad  cuadrados para F
Entre

grupos 13.678 2 6.839 116.262 0.000 5.143
Dentro de

los

grupos 0.353 6 0.059

Total 14.031 8

Debido que el Valor F es mayor que el Valor critico para F,

puede establecerse que si hay diferencias significativas entre grupos.

Se observé que el grupo de datos de 10 mL/g y 15 mL/g tienen

promedios muy cercanos por lo que se les aplicd otro andlisis de

varianza para establecer si habia diferencias significativas.
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Cuadro 12: Analisis de Varianza de un factor paralos grupos 10 mL/g y

15 mL/g del analisis de relacion muestra-solvente

Andlisis de varianza de un factor
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma  Promedio Varianza
10mL/g 3 16.344 5.448 0.047
15mL/g 3 17.096 5.699 0.051
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados  Promedio Valor
Suma de .
las de de los F Prob critico
o cuadrados
variaciones libertad cuadrados para F
Entre
0.094 1 0.094 1.918 0.238 7.709
grupos
Dentro de
0.197 4 0.049
los grupos
Total 0.291 5

Debido que el valor de F es menor que el valor critico para F, se

considera que no hay diferencia significativa entre grupos.



C. RELACION DE TIEMPO DE EXTRACCION

Cuadro 13: Resultados de la solubilizacion de proteina de acuerdo al

tiempo
Concentracion Porcentaje de Promedio de
Tiempo Abs , . .
_ de proteina proteina proteina
(minutos) }|(0.001)
(mg/mL) soluble (%) soluble (%)
0.463 | 0.821 #1.77*10° |4.197 + 0.0630
10 0.433 | 0.768 +1.77*10°|3.925 + 0.0590 |4.133 + 0.185
0.472 | 0.837 +1.77*10° | 4.279 + 0.0642
0.524 [0.929 +1.77*10° |4.750 + 0.0711
20 0.576 |1.021 +1.77*10°|5.221 + 0.0780 |5.134 + 0.348
0.599 |1.062 +1.77*10°|5.430 + 0.0811
0.623 |1.105 +1.77*10°|5.647 =+ 0.0843
30 0.579 |1.027 +1.77*10°|5.248 + 0.0784 |5.390 + 0.223
0.582 | 1.032 +1.77*10°|5.276 + 0.0788
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Cuadro 14: Anélisis de Varianza de un factor para analisis de relacion de

tiempo de extraccion

Analisis de varianza de un factor

RESUMEN

IGrupos Cuenta Suma  Promedio Varianza
10 minutos 3 12.400 4.133 0.034
20 minutos 3 15401 5.134 0.121

30 minutos 3 16.171 5.390 0.050

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de Grados Promedio de Valor
Suma de _
las de los F Prob  critico
o cuadrados
variaciones libertad cuadrados para F
Entre
2.646 2 1.323 19.341  0.002 5.143
grupos
Dentro de
0.410 6 0.068
los grupos
otal 3.057 8

Debido que el Valor F es mayor que el Valor critico para F, puede

establecerse que si hay diferencias significativas entre grupos.

Se observo que el grupo de datos de 20 minutos y 30 minutos tienen
promedios muy cercanos por lo que se les aplicd otro analisis de varianza

para establecer si habia diferencias significativas.
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Cuadro 15: Analisis de Varianza de un factor para los grupos 20 minutos

y 30 minutos del andlisis de relacion de tiempo de extraccion

Anélisis de varianza de un factor

Total 0.441 5

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
20 minutos 3 15.401 5.134 0.121
30 minutos 3 16.171 5.390 0.050
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de Grados Promedio Valor
Suma de .
las de de los F Prob  critico
o cuadrados
variaciones libertad cuadrados para F
Entre
grupos 0.099 1 0.099 1.157 0.343 7.709
Dentro de
los grupos 0.342 4 0.085

Debido que el valor de F es menor que el valor critico para F, se

considera que no hay diferencia significativa entre grupos.
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D.RELACION DE TEMPERATURA DE EXTRACCION

Cuadro 16: Resultados de la solubilizacién de proteina de acuerdo a la

temperatura

. Porcentaje de Promedio de
Temp | Abs | Concentracion de ] )
proteina proteina

(°C) | (x0.001) roteina (mg/mL
P (mg ) soluble (%) soluble (%)

0.754 |1.337 +1.77*10° [6.835 =+ 0.102
20 0.797 |1.413 +1.77*10° |7.225 =+ 0.108 |6.992 =+ 0.206
0.763 [1.353 +1.77*10° |6.916 =+ 0.103

0.808 |1.433 +1.77*10° |7.324
30 0.825 |1.463 =+1.77*10° |7.478

I+

0.109

I+
+

0.111 |7.478 % 0.154

0.842 |1.493 #1.77¥10° |7.632 + 0.114
0.838 |1.486 +1.77*10° |7.596 + 0.113

40 | 0943 [1.672 +1.77*10° [8.548 + 0.127 |7.814 + 0.653
0.805 |1.427 +1.77*10° |7.297 + 0.109
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Cuadro 17: Analisis de Varianza de un factor para analisis de relaciéon de

temperatura de extraccion

Andlisis de varianza de un factor

RESUME

N

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
20°C 3 20.976  6.992 0.042
30°C 3 22.435 7.478 0.024
40°C 3 23.441 7.814 0.427

ANALISIS DE VARIANZA

Origen  de Grados Promedio Valor

las Suma de de de los critico

variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Prob paraF
0.11

Entre grupos 1.025 2 0.512 3.119 8 5.143

Dentro  de

los grupos 0.985 6 0.164

Total 2.010 8

Debido que el Valor F es menor que el Valor critico para F,
puede establecerse que no hay diferencias significativas entre grupos.
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E. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO

Cuadro 18: Proteina soluble en sobrenadantes tras precipitacion en

proceso de extraccion

. Porcentaje de Promedio de

Abs Concentracion de ) ]

Muestra ) Proteina Proteina Soluble
(x0.001) | proteina (mg/mL)

Soluble (%) (%)
0.208 0.369 + 0.002|0.481 =+ 0.002
B 0.183 0.324 £+ 0.002 | 0.424 + 0.002 | 0.447 + 0.0306

0.188 0.333 + 0.002|0.435 + 0.002

Cuadro 19: Pesos de materiales durante el proceso de extraccién

Muestra Peso
Chaya fresca 11,340+0.03¢g
Chaya seca 1,600+ 0.01 ¢

Aislado de proteina
69.8+0.01¢g
de chaya

Se establecié el rendimiento de acuerdo a la ecuacion presentada
previamente en la seccion de metodologia. Se utilizaron 11, 340 + 0.01
gramos de chaya fresca, obteniéndose 69.8 + 0.01 gramos de aislado. Con

estos datos se calcul6 el rendimiento como:

Ecuacion 11: Calculo de rendimiento a partir de Chaya fresca

_l_
%Rendimien to por chaya fresca = 69.8 +0.01g *100 = 0.616 £8.20*10°%
11340 +0.01g

Tomando en cuenta que el proceso se llevo a cabo con Chaya seca 'y
gue los 11,340 £ 0.01 gramos pasaron a ser 1,600 £ 0.01 gramos de Chaya
seca, se procedid a calcular también el porcentaje de rendimiento por Chaya

seca
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Ecuacion 12: Calculo de rendimiento a partir de Chaya seca

+
%Rendimien to por chaya seca = M*loo = 4.363 £6.35*10 ‘%
1600 +0.01g

F. SOLUBILIDAD DEL AISLADO EN FUNCION DE PH

Para el andlisis de solubilidad del aislado en funcién de pH se
sigui6 la metodologia que para el analisis de solubilizacion de proteina

en funcién de pH y determinacién del punto isoeléctrico.

Cuadro 20: Porcentaje de solubilizacion de proteina del aislado proteico

de hoja de Chaya

. ' Promedio de
Abs Concentracién de Porcentaje de ]
pH ] ] proteina
(x0.001) | proteina (mg/mL) | proteina soluble (%)

soluble (%)

0.835 0.211 +3.88*10% | 0.991 =+ 2.47 *10°

75 0.936 + 0.0765
0.822 0.188 + 3.48*10* | 0.882 =+ | 2.21*107°
0.786 0.124 +2.34*10* | 0.583 =+ | 1.47*103

7 0.616 + 0.0471
0.794 0.138 +2.60*10* | 0.649 + | 1.64*107°
0.78 0.113 +2.15*10% | 0.533 =+ | 1.35*10°3

6.5 0.554 + 0.0294
0.785 0.122 +2.31*10* | 0.574 =+ | 1.45*103
0.78 0.113 +2.15*10% | 0.533 =+ | 1.35*10°°

6 0.549 + 0.0235
0.784 0.121 +2.28*10* | 0.566 =+ | 1.43*103
0.777 0.108 +2.05*10* | 0.508 =+ | 1.29*107

55 0.479 + 0.0412
0.77 10.096 =+ 1.83*10™ | 0.450 =+ | 1.14*10°
0.78 0.113 +2.15*10% | 0.533 =+ | 1.35*10°3

5 0.491 + 0.0589
0.77 10.096 =+ 1.83*10™ | 0.450 =+ | 1.14*10°3




G.CAPACIDAD DE EMULSION

Cuadro 21: Aceite consumido en analisis de capacidad de emulsion

Aceit Capacidad de Promedio de Capacidad

ceite

Muestra . Emulsion (mL de de Emulsion (mL de

Consumido _ _ _ _
aceite/g aislado) aceite/g aislado)
5.1 10.2 + 0.1
B 5.1 10.2 + 0.1 |10.067 = 0.2309

4.9 9.8 + 0.1

H.ABSORCION DE AGUA Y ACEITE

Cuadro 22: Pesos de muestras para andlisis de absorcion de agua 'y

aceite
Promedio de
capacidad
o |Pesode Gramos Capacidad de de
E’ muestra absorbidos absorcion (mL absorcion
Q |*0.0001g) (x0.00019) solvente/g aislado) (mL
solventelg
aislado)
1.0791 1.070 + 1.01*10° |0.992 + 9.40*10™
g 1.0056 |1.053 + 1.01*10° | 1.047 + 1.01*10° [0.940 + 0.140
< 10229 |0.800  1.01*10° |0.782 + 9.90*10°
1.0066 |1.639 + 1.01*10° |1.830 + 1.14*10°
£ L0077 [1.752 + 1.01*10% |1.953 + 1.14*10° [1.801 + 0.168
< lio197 [1471¢ 1017107 | 1621 + 1127107




|. CARACTERISTICAS DE LA HOJA Y EL AISLADO

Cuadro 23: Humedad de muestras

55

Crisol .
Chaya ) Promedio de
con Porcentaje de _
Muestra seca porcentaje de
Chaya humedad (%)
(+0.0001g) humedad (%)
(+0.0001g)
33.437 [32.6301 [80.0496 + 4.22*10™
Chaya 7
f 33.7753 |32.9682 [78.0485 * 4.08*10" | 79.1083 + 1.0058
resca
36.9785 |36.1772 [79.2268 + 3.77*10™
37.7135 |37.6066 [10.4364 + 4.84*107°
Chaya 3
34.5831 |34.4726 [9.9729 + 5.06*10™ | 11.1971 + 1.7346
seca
32.6856 |32.5194 (13.1821 + 7.09*107
37.5269 |36.7874 [73.6187 + 3.45*10*
Residuo | 33.3114 |32.5471 [75.6958 + 4.01*10™ | 69.8682 + 8.3596
35.8088 |35.2021 [60.2902 + 2.96*10*
33.4391 |33.3687 [6.9696 + 3.65*10™
Aislado 3
_ 33.7485 |33.6541 |9.3716 + 4.86*10 7.9871 + 1.2423
Proteico
36.9684 |36.8921 |7.6201 + 3.61*107




Cuadro 24: Proteina de muestras por método Kjeldahl

Promedio
Peso HCI i .
Muestra Proteina (%) porcentaje de
(+0.0001g) | (+0.05mL) )
proteina (%)
Residuo
A 0.2528 8.1 804 + 0.96
: 8.14 + 0.134
Residuo
5 0.2531 8.3 8.23 = 0.99
Hoja
0.2529 10 6.88 + 0.09
Fresca A
: 6.81 = 0.101
Hoja
0.2531 9.8 6.74 + 0.09
Fresca B
Aislado A ] 0.2525 9.7 32.00 =+ 0.17
: 31.96 * 0.054
Aislado B | 0.2531 9.7 31.92 + 0.17

***Normalidad de HCI 0.0952
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En el caso de los residuos y de la hoja fresca se les calculd la

correccion para establecer el contenido de proteina en base humedad

utilizando las respectivas humedades de las muestras (Cuadro 24, pagina 56)

y la correccion:

Ecuacion 13 : Correccion para proteina en base humeda

%proteina en base humeda =Proteina en base seca*

(100 - % Humedad)

100
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J. IMAGENES DEL ESTUDIO

Figura 5: Hoja de Chaya con escala

Figura 6: Residuos de Chaya luego del proceso de extraccion




Figura 7: Apariencia de separacion de Chaya y sobrenadantes por

centrifugacion

Figura 8: Recoleccion por centrifugacion de proteinas precipitadas

58



59

Figura 9: Apariencia de la prueba de expansion y estabilidad de espuma

L




