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RESUMEN

El objetivo fue la obtencion de la proteina del grano de quinua amarga (Chenopodium quinoa)
y su hidrolisis enzimética. La investigacion contemplo 3 fases. La primera es el aislamiento de
proteina de quinua (P.Q.) del extracto acuoso de grano desamargado libre de almidon, por
precipitacion acida (acido clorhidrico-agua (1:3), (pH 5.5), centrifugacion (3500 rpm)). El
rendimiento de la P.Q. fue de 5,66 %. La segunda fase es, la hidrélisis enzimatica de la (P.Q.)
consistente en un tratamiento de 1,5 g de P.Q. con 20 ml de extracto enzimatico programado de
bromelina (15 g de corazény 15 g de pulpa de pifia con trituracion, recoleccién de sobrenadantes
y unificados, sin agua), el seguimiento proteolitico fue de tipo cromatogréafico y fotométrico
(adaptado-ninhidrina), usando 7 tratamientos con 2 y 3 réplicas respectivamente. Las
condiciones de los tratamientos son: 42°C con tiempos de (0 h, 24 h, 72 h, 120 h, 144 h, 168 h).
A las 120 h de hidrolisis, el control proteolitico mostr6 la finalizacidon de enlaces peptidicos
reconocibles por la bromelina, observandose la generacion de 5 péptidos. En la tercera fase se
elabor6 experimentalmente una bebida con harina de quinua (H.Q.) y un extracto enzimatico
natural de bromelina fundamentado en metodologia y resultados de la hidrdlisis,
organolépticamente muestra una buena aceptacion definiéndola como afrutada, dulce y de
consistencia aceptable. Se propuso una elaboracion de bebida casera de quinua, con 15 g (H.Q.),
300 ml de extracto enzimético natural de bromelina fundamentada, manteniéndole para su
hidrélisis un reposo 24 h a 20°C, posteriormente para su digestibilidad y salubridad se sometid

a coccion y ebullicion con especies.

Palabras clave: <QUIMICA>, <QUINUA (Chenopodium quinua) >, <EXTRACTO
PROGRAMADO DE BROMELINA>, <HIDROLISIS ENZIMATICA >, <SEGUIMIENTO
FOTOMETRICO-NINHIDRINA>, <SEGUIMIENTO CROMATOGRAFICO-
NINHIDRINA>

28-05-2020
0038-DBRAI-UPT-2020
X1X



SUMMARY

The objective was to obtain the protein from the bitter quinoa grain (Chenopodium quinoa) and
its enzymatic hydrolysis. The investigation contemplated 3 phases. The first is the isolation of
quinua protein (P.Q.) from the starch-free aqueous extract of debittered grain, by acid
precipitation (hydrochloric acid-water (1:3), (pH 5.5), centrifugation (3500 rpm)). The
performance of the P.Q. it was 5,66%. The second phase is the enzymatic hydrolysis of (P.Q.)
consisting of a treatment of 1,5 g of P.Q. With 20 ml of programmed enzymatic extract of
bromelain (15 g of heart and 15 g of pineapple pulp with crushing, collection of supernatants
and unified, without water), the proteolytic monitoring was chromatographic and photometric
(adapted-ninhydrin), using 7 treatments with 2 and 3 replicates respectively. The conditions of
the treatments are: 42 ° C with times of (0 h, 24 h, 72 h, 120 h, 144 h, 168 h). At 120 h of
hydrolysis, the proteolytic control showed the completion of bromelain-recognizable peptide
bonds, observing the generation of 5 peptides. In the third phase, a drink with quinoa flour (H.Q.)
and a natural enzymatic extract of bromelain based on hydrolysis methodology and results was
experimentally prepared, organoleptically showing good acceptance defining it as fruity, sweet
and of acceptable consistency. A preparation of homemade quinoa drink was proposed, with 15
g (H.Q.), 300 ml of natural enzymatic extract of grounded bromelain, maintaining a 24 h at 20
° C rest for its hydrolysis, later for its digestibility and healthiness it was subjected to cooking

and boiling with species.

Key words: <CHEMISTRY>, <QUINOA (Chenopodium quinoa)>, <PROGRAMMED
BROMELINE EXTRACT>, <ENZYMATIC HYDROLYSIS>, <PHOTOMETRIC-
NINHYDRINE MONITORING>, <CHROMATOGRAPHIC-NINHYDRINE
MONITORING>

XX



INTRODUCCION

El presente trabajo de titulacion denominado “OBTENCION DE PROTEINAS Y SU

HIDROLISIS ENZIMATICA A PARTIR DE LA QUINUA AMARGA (Chenopodium
quinoa)”, es un trabajo investigativo de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo que forma parte del programa de vinculacion “DISENO E
IMPLEMENTACION DEL PROYECTO DE PRODUCCION, TRANSFORMACION,
COMERCIALIZACION Y PROMOCION DE CONSUMO DE LA QUINUA Y SUS
DERIVADOS”, bajo convenio interinstitucional entre la ESPOCH con empresas y/o

asociaciones productoras de quinua de la provincia de Chimborazo.

La quinua actualmente es uno de los productos mas apetecidos en algunas partes del planeta
(Pantone et al. 2013a), su demanda aumenta dia tras dia en el mercado por el valor nutricional que
este pseudo-cereal posee, aproximadamente el 14,6 % de la composicion total de la quinua

corresponde a las proteinas semejante a la proteina de la leche entera (polvo) (Eng, Beck y White
1954).

Segln (FAO 2011) la quinua (Chenopodium quinoa), es un alimento de origen vegetal que posee
todos los aminoacidos esenciales, oligoelementos y vitaminas y no contiene gluten. Los
aminoéacidos esenciales estan presentes en el ntcleo del grano a diferencia de otros cereales que
poseen estos nutrientes en la cascara como, por ejemplo: el arroz o trigo, es cultivado en la
region andina donde ha sido apreciada por su valor nutritivo y durabilidad frente a condiciones
ambientales dificiles. “A partir del 2009 se comercializa aproximadamente 33 Tm de quinua
anual con el convenio Comercio Justo con: Francia, Bélgica, Alemania, EEUU y Canada
mientras que en el afio 2012 los ingresos por la exportacion de quinua fue de 56 723 USD, por
ventas locales fue de 63 962 USD” (Productores, Org y Chimborazo 2013).

Actualmente en el mercado, la quinua se lo comercializa en forma de grano pelado (sin cascara),
y en forma de harina (Duefias Quintero 2015), es importante destacar que durante los Gltimos afios
1



la produccion de este grano ha sido motivo de estudios e investigaciones, a través de estos ha
sido posible obtener variedad de subproductos y componentes estructurales como: aceite de
guinua, extraccién de almidén, saponina, leche de quinua, extraccién de colorantes de las hojas

y semillas (Pantone et al. 2013b).

La importancia de los subproductos obtenidos de la quinua ha trascendido en varios sectores de
la convivencia humana, por un lado su comercializacion estd generando divisas economicas para
muchos sectores agropecuarios e industriales del pais y del mundo, el impacto de esta pseudo
graminea en la alimentacion de las familias es indudable, “ya que la quinua puede ser
considerada como cereal de gran valor nutritivo en comparacion con el trigo, cebada y maiz,
segun estudios” (Repo-Carrasco-Valencia y Serna 2011, p. 229) este grano posee alto nivel de proteinas
de buena calidad, determinandose asi un alimento rico en fibra dietética y de otros componentes
bioactivos (FAO 2011). “Estas caracteristicas junto con las propiedades fisicoquimicas han hecho
posible el posicionamiento de este grano en la industria alimentaria, la presencia de unidades
estructurales y/o proteicas en un futuro préximo confluiré para que la quinua sea utilizada como

materia prima para la industria quimica, farmacéutica y cosmética” (Pantone et al.2013b).

“El continuo crecimiento en la demanda del cultivo de quinua en el mercado de exportacion
extranjera depende de Ecuador, el cual debe buscar desarrollar nuevas estrategias de mercado
debido al aumento de su demanda”(Horton 2014, p. 25) MiSMO que, trae consigo Nuevos retos para
los productores de este grano, ya que deben precautelar su calidad, desarrollo de plagas y el
mercado competitivo (Chucho 2015) “para abastecer los mercados internacionales de suministros
saludables, reducir sus costos de produccién y aumentar los ingresos con la venta de este

producto y de sus derivados” (Horton 2014).

“Alrededor del 70% de la demanda de proteina se centra en el consumo de semillas, de forma
directa o indirecta en la ingesta de animales necesarios para la produccion de carne” (Cordero y
Orozco 2011, p. 10).” La Asamblea General de la ONU declar6 2013 Afio Internacional de la
Quinua, Ecuador fue uno de los paises que a partir del 2008 cre6 e implement6 una politica de

seguridad alimentaria, la cual da mucha importancia a los alimentos tradicionales y autoctonos



del pais “(Villarroel 2020).

Los agricultores locales que cultivan este grano enfrentan retos cada dia por lo que ellos ven la
necesidad de promover la manufactura de nuevos productos con ayuda de procesos
tecnoldgicos, elemento considerado necesario ademas, la intervencion de una entidad con
certificacion (Chucho 2015, p. 2) que procure la inocuidad de los productos con valor agregado,
para fomentar el desarrollo productivo del pais, potencializando asi su riqueza natural, andina

mega diversidad en el mercado extranjero (aei 2013, p. 5).

¢Se podréa obtener hidrolizados enziméticos a partir de la proteina aislada de la quinua?

Para entender este problema se hace importante considerar que:

1 “Segln varias investigaciones el grano de quinua posee gran cantidad de proteinas a
diferencia de otros granos integrales, que aportan una gran variedad de aminoacidos
esenciales necesarios para el organismo ademas, de otros componentes como: la fibra,
magnesio, fosforo y hierro, asi como en vitamina E y potasio (Villarroel 2019), convirtiéndole

en un alimento de gran valor nutricional”.

2 “La bromelina es una enzima proteolitica, pertenece a la familia de las Bromeliaceas rico
en azufre, se extrae principalmente del tallo y fruto de la pifia (Ananas comosus),” dentro
de sus generalidades se destaca su actividad proteolitica la cual consiste en la rapida
digestion de las proteinas para transformarlas en aminoacidos™ (Pifieiro 2009, p. 1), €s usado

en la industria alimenticia, farmacéutica y en la medicina (Gaspar y Torres 2018, p.6).



3 Paralaextraccion de proteinas en la industria cosmética se obtienen de productos gramineas
como avena, trigo, maiz, centeno (Ponce 2015, p. 9) y de leguminosas como la soja ya las
proteinas actan como hidratantes, tiene propiedades nutritivas y mejoran la elasticidad
cutanea. En productos capilares, tienen un efecto hidratante, protegen al cabello y reparan
la cuticula, aportan elasticidad y mejoran la dermocompatibilidad de los tenso activos

(Alcalde 2007; Cosmedi-admin 2013).

4. “Segun estudios, los péptidos obtenidos mediante hidrolisis enzimatica son de dos tipos: los
péptidos de cadena corta son mas activos que los péptidos de cadena larga ya que los
péptidos de bajo peso molecular poseen mayor potencial que los péptidos de alto peso
molecular como antihipertensivos, ademas pueden ser usados como compuestos que
reducen la cantidad de radicales libres” (Abugoch 2009, p. 9; Monu, R. & Aluko 2003). “En casos
especificos se ha obtenido aislados de proteina de soya para productos cosméticos con una
caracteristica en particular alta dispersabilidad en agua o en otros sistemas liquidos con un

90% de proteina en promedio” (PISA S.A 2019).

Por lo expuesto y para dar respuesta al problema planteado, el presente trabajo investigativo se
orienta en primer lugar, al aislamiento de la proteina de la quinua (P.Q.) mediante el presente
proceso simplificado denotado a continuacion: desamargado del grano de quinua y posterior
trituracion del grano obtencidn de un extracto acuoso del grano de quinua desamargado (E.A.P.),
precipitacion acida de proteina bruta de quinua usando una solucién de HCI-H,O diluido en
proporcion (1:3), separacion de proteina de quinua bruta (P.B.Q) por centrifugacion, aislamiento
hexanico de sapogeninas contaminantes de la proteina bruta. La obtencién de este componente
nutricional (proteinas), esta sustentada en la caracterizacion quimica del mismo por diferentes

pruebas de identificacion estructural.

En segundo lugar, la proteina de quinua aislada es hidrolizada enzimaticamente mediante la
adicion del extracto de la bromelina obtenido a partir de la pifia fresca (Ananas comosus). En
el que se busca la determinacion de las condiciones dptimas para el proceso de hidroélisis a una
temperatura de 42°C, a diferentes tiempos, controlando la hidrolisis progresiva mediante
seguimiento cromatografico del proceso de hidroélisis enzimatica en cromatofolios de silica-gel

y el seguimiento fotométrico de la hidr6lisis usando ninhidrina de cada uno de los tratamientos,
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los cuales permitiran demostrar el fraccionamiento proteico.

Se planted desarrollar la elaboracion de una bebida casera de quinua con extracto enzimatico de
bromelina en base a los conocimientos y resultados generados del proceso de hidrolisis
enzimatica, el mismo que, promete a los consumidores una mejor y facil digestibilidad de los
péptidos (obtenidos tras su de proceso), la bebida se la puede producir de manera casera para su
autoconsumo y posible comercializacion. Adicionalmente tras una encuesta organoléptica
realizada a estudiantes de la Carrera de Quimica se pudo determinar caracteristicas propias de

la bebida dada a conocer durante la presente experimentacion.

El presente estudio, contribuye para que todas las pequefias y grandes empresas productoras de
quinua, opten por obtener otros subproductos, que pueden ser generados a partir de este grano
tomando en consideracion el potencial uso de su concentracidn proteica para la obtencién de
péptidos usando una enzima proteolitica de origen vegetal (bromelina), beneficiando a los
consumidores, permitiendo una rapida y facil digestibilidad y aumentando el porcentaje de
absorcion de nutrientes (aminicos) al organismo al momento de ingerir la proteina hidrolizada.
Convirtiendo asi, a los péptidos generados tras hidrélisis enzimatica de la proteina del grano de
quinua, en un alimento funcional, ademas es una alternativa nutricional que puede contribuir a

la disminucion de los indices de desnutricion de los pobladores de la provincia de Chimborazo.



OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

OBJETIVO GENERAL

e Obtener proteinas y su hidrdlisis enzimatica del grano de la quinua (Chenopodium quinoa).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Aislar proteina presente en los granos de quinua.

e Disefiar un proceso de optimizacion de la hidrélisis enzimética (bromelina) del aislado del
grano de quinua.

e Elaborar una bebida de quinua con extracto enziméatico de bromelina a partir de la pifia

(Ananas comosus).
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1.1 La Quinua (Chenopodium quinoa)
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Figura 1-1: Quinua en la region interandina
Fuente: (Demarta 2017)

La quinua (Chenopodium quinoa), es considerada como un pseudo-cereal por razones
boténicas, por su inusual composicion y su proporcién equilibrada de aceite, proteinas y grasas
(Vega-Galvez et al. 2010). La quinua no es considerada como cereal por ser parte de la familia de la
Quenopodiaceas, como el: arroz, trigo cebada que pertenecen a la familia de la gramineas

(Arroyave y Esguerra 2006).



1.2 Produccién de la quinua en el Ecuador

Actualmente los institutos de investigacidn agricola en los paises andinos se preocupan por los
intereses de los agricultores indigenas de Ecuador por lo que se quiere fomentar el cultivo de
granos como la quinua para consumo local, ya que durante los Gltimos afios su demanda
disminuy6 considerablemente (Horton 2014), debido a la baja remuneracion producido por la venta
de quintales de este grano ademas que las nuevas generaciones no valoran el aporte nutricional

de este grano ancestral (Aroni et al. 2013, p. 1689).

Una de las posibles soluciones para poner fin a la baja produccién y mejorar la productividad
del grano estan en manejar estrategias que permitan capacitar a agricultores sobre el manejo del
cultivo, la semilla de buena calidad, precio justo por la venta del grano, tratamiento del grano
para consumo ademas del incentivo a créditos productivos a productores de este pseudo-cereal,
ya gue se calcula existe aproximadamente 80 000 ha de terreno aptas para su cultivo parte de

ellas son aprovechadas para cultivo de otros productos y/o pastoreo (Peralta 2013).

Este cereal posee una gran variabilidad genética en el que es facil la manipulacion de sus genes
mejorando aspectos como: color, rendimiento y tamafio de grano, resistencia y/o tolerancia a
factores como: cantidad de agua, poca humedad del suelo, obteniéndose cultivos a los 4 000

metros de altura (Pantone et al. 2013b).

Pero debido a investigaciones sobre sus propiedades funcionales y valor nutricional ha
aumentado el interés de este grano en Europa y EE. UU, por lo que el estado ecuatoriano a
integrado a este grano dentro del proyecto de seguridad alimentaria incentivando a los
agricultores el cultivo de granos andinos especialmente la quinua y ser considerado como nuevo
producto de exportacion ya que la quinua es considerado como alimento muy saludable y es

demandado en el mercado extranjero (Horton 2014).



Los granos de quinua antes de salir de su centro de acopio son revisado por técnicos
especializados que corroboran su calidad para su comercializacién, la quinua al ser transformada
en otros subproductos tiene mayor precio en el mercado por lo que aumenta los ingresos y
ganancias en los productores de la provincia de Chimborazo (Maggi 2016), iniciativa que permite

el cambio de la matriz productiva y aumento de comercio exterior (Peralta 2013).

1.3  Clasificacion taxonémica de la quinua

A continuacion, se muestra en la siguiente tabla la clasificacién taxonémica de la quinua:

Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica de la quinua

(Chenopodium quinoa)

Reino Plantae
Subreino vegetal: Tracheobionta
Superdivision: Spermatophyta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Caryophyllaceae
Orden: Caryophyllales
Familia: Chenopodiaceae
Género: Chenopodium
Especie: Chenopodium quinoa Willd.

Fuente: (Cogliatti y Heter 2016, p. 2; USDA 2019)

La quinua es cultivada hace épocas precolombinas por su alto valor nutricional, quienes
aprovecharon su valor nutritivo, segin estudios su consumo suplanta la cantidad de las proteinas

animales (Chacchi 2009) considerada como una de las principales fuentes proteicas para la
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alimentacion humana contribuyendo al desarrollo a la seguridad alimentaria regional (FAO 2016).

Este grano presenta caracteristicas extrinsecas entre ellas se destacan:

e Alta variabilidad genética: la manipulacion genética puede mejorar aspectos como:
precocidad, color, tamafio de grano, resistencia a diversos factores, calidad de sus proteinas,

de sabores, colores, etc. importantes para la gastronomia moderna (FAO 2011).

¢ Adaptabilidad a dificiles condiciones climaticas: se cultiva hasta los 4 000 metros de altitud
(FAO 2011), ¥ a una temperatura rango entre los 15 a 25°C (FAO 2016).

e Calidad nutritiva, considerado como un alimento funcional e ideal para el organismo (FAO
2011) gracias la calidad nutricional de tipo proteica, rico en los aminoacidos lisinay azufrados

necesario para sintesis de proteina tisular en el organismo (Mufioz 2013).

e Bajo costo de produccion, el cultivo es poco exigente en insumos y mano de obra (FAO 2011).

1.4 Estructura del grano de quinua

El grano de la quinua se encontrar en diferentes colores como: rojo, crema y blanco opaco de
tamafio mediano, principalmente se cosechan en las provincias de Chimborazo y Bolivar (Peralta
2009, p. 471) de la sierra ecuatoriana. La semilla de la quinua constituye el fruto maduro de forma

lenticular, elipsoidal, conica en el cual se distinguen tres partes (Almeida 2015, p. 7):
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o Episperma

. Embridn

o Perisperma

Figura 2-1: Estructura del grano de quinua

(Chenopodium quinoa)

Fuente: (Prego et al. 1998, p. 482)

Pericarpio (PE) cubre la semilla. EI embrién consiste en un hipocotileradio eje (H) con dos
cotiledones (C) y Endosperma (EN).Episperma, pericarpio o conocido cominmente como
cascarilla o mojuelo rico en saponina presente es de origen triterpénica derivada de la
hederagenina y de los acidos oleandlico, fitolacagénico y serjanico (Ahumada et al. 2016, p. 438), en
la planta para el consumo de este grano implica su remocion para eliminar su sabor amargo

caracteristico (FAO 2011).

El embrién de color blanquecino y de textura almidonosa esta formado por dos cotiledones y
una radicula envuelve al perisperma tomando la apariencia de un anillo se calcula que el 60%
de la materia seca del grano es el embrion, mientras que, constituyen 40% entre el perisperma

denominado almidén y episperma o conocido como membrana (Peralta 2013).
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Figura 3-1: Composicidn fisica y partes externas de la semilla de la quinua
Fuente: (Peralta 2010, p. 14)

Ademas el grano de quinua presenta granulos de almidén mucho mas pequefios que el almidén
de cereales, posee en menor cantidad la amilosa y de mayor viscosidad cualidad que puede ser
aprovechada para usos industriales como por ejemplo en cremas bajas en calorias a partir de
carbohidratos (Galwey 1993, p. 101).

1.5 Procesamiento del grano de quinua

e Escarificacion

El proceso de escarificado disminuye efectivamente la cantidad de saponinas presente en el

grano (Calliope et al. 2015, p. 239).
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e Lavado o desaponificacion

La saponina se elimina con ayuda de agua potable, aqui se separan las impurezas del grano
debido a su menor densidad estas se suspende en la superficie del tanque (Almeida 2015) se

excluyen.

e Secado del grano

El grano para ser almacenado debe mantener una humedad entre el 10 % a 12 % para evitar el
dafio del grano y prevenir la germinacion de la semillay/ o la proliferacion de hongos y bacterias

(Sanchez y Chapofian 2015, p. 41).

e Almacenamiento

El grano se debe almacenar en bodegas o lugares que tengan buenas condiciones higiénicas y

ambientales a para evitar la descomposicion o0 contaminacion posterior (Almeida 2015).

¢ Presentaciones de la quinua

a) Quinua perlada o en grano

Es el grano entero de quinua sin presencia de saponina del grano (Meyhuay 2013, p. 11).
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b) Harina de quinua cruda

Es considerada el producto de la molienda del grano de la quinua, se puede emplear en
panificacion, galleteria, reposteria y en la elaboracion de pastas (Peralta 2009), este subproducto
harina de quinua crudo presenta una digestibilidad 76,91% (Mira y Sucoshafiay 2016) por lo que

permite que exista una mejor accion de la enzima sobre el sustrato.

1.6  Aplicaciones de la quinua

Aplicacion en la industria alimentaria

Esta propuesta pretenden disminuir la mal desnutricion y hambre en el mundo incluyen en la
dieta de nifios alimentos y/o productos con micronutrientes, proteinas, energia tomando como
materia prima cereales diferentes del trigo como la quinua que aporta al organismo de lisina y

fibra soluble (Forero et al. 2016, p. 72) importantes para el crecimiento y desarrollo.

A partir de la quinua se puede elaborar varios subproductos de tipo alimenticio dentro de los

gue se destaca:

a) Hojuelas de quinua

Se elaboran hojuelas a partir de los granos cocidos de quinua, materia prima para la elaboracién
de barras energéticas, granolas y sopas instantaneas. Aportan 8,5 % de proteina, 3,8 % de fibra

y de minerales como el calcio 114 mg, fésforo 60 mg y hierro 4,7 mg (Forero et al. 2016).
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b) Panificacion

Lo que se pretende es crear una mezcla homogénea de la harina de quinua y trigo en la cual
aporta una cantidad significativa de proteinas a partir de la quinua obteniendo una mejora en las
caracteristicas del pan como: color de su corteza nutricional, color de las migas, textura, sabor,

olor caracteristico a la quinua (Arroyave y Esguerra 2006)

1.7  Composicion y valor nutricional

Dentro de la composicion de este pseudo-cereal esta su alto porcentaje de fibra dietética total
(FDT), el cual le concede propiedades como depurador del cuerpo que ayuda a disminuir
residuos presentes en un organismo (FAO 2011). Este grano es una de las fuentes de energia
gracias a su alto contenido de almidén, la quinua contiene proteina de buena calidad, fibra

dietética y &cidos grasos (Valcércel y Caetano 2012, p. 265).

Ademas contienen niveles importantes de minerales, vitaminas y otros componentes como:
saponinas, fitoesteroles, escualeno, fagopiritoles (Valcarcel y Caetano 2012) y antioxidantes aportan
amejorar la calidad nutricional del individuo prueba de ellos es el mejoramiento de las funciones
neuronales, sus minerales con ayuda de las proteinas actlan como cofactores en enzimas

antioxidantes que ayudan a proteger las membranas celulares (Vega-Galvez et al. 2010).
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Tabla 2-1: Composicion nutricional de las diferentes presentaciones de la quinua

COMPOSICION DEL GRANO DE QUINUA

fo(gasl PONENTE (por cada Humedad Proteinas Grasas Carbohidratos
QUINUA NATURAL 9,96 13,46 6,17 66,91
QUINUA ESCARIFICADA 8,30 13,34 5,61 69,65

QUINUA LAVADA Y

SECADA 8,63 12,76 4,09 71,8

Fuente: (Calliope et al. 2015)

Realizado por: Angy Estrada, 2020

1.7.1 Lipidos o grasas

Son sustancias organicas constituidas quimicamente por: carbono, hidrégeno y oxigeno
insoluble en agua y soluble en solventes organicos (Estrella 2005, p. 46).Segun recientes
investigaciones el contenido de grasa en el grano de quinua se estima entre el 2,05 a 10,88 %
del total de &cidos grasos cinco de estos estan entre el 86,60 a 91,84 %, entre los que se destacan
el acido oleico linoleico y linolénico de origen insaturados mientras que el acido palmitico y

estearico acidos grasos saturados (Rojas et al. 2016, p. 114).

1.7.2 Almidon

El almiddn se halla entre 39,2 a 61,5 %, amilosa de 10,5 a 21,5 % y amilopectina de 78,5 a
89,5% (Rojas et al. 2016). Posee una temperatura de gelatinizacion de 73,33°C ademas, presenta
una estabilidad al congelamiento y descongelamiento de 38,54 % por lo que se puede decir que

el almidon de la quinua es apto para la elaboracién de productos gelificados (Corzo 2018, p.38).
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1.7.3 Proteinas

Es el conjunto de dos o més cadenas poli peptidicas enlazadas entre si, todas unidas hasta con
miles de aminoéacidos por medio de un enlace covalente (Cecie Starr; Ralph Taggart 2008).Las
proteinas estan formadas por aminoacidos los cuales esta unidos por enlaces amida (-NH2)
Ilamados enlaces peptidicos (Yurkanis 2007, p. 433). En la formacion de las proteinas que se

presentes en los seres vivos intervienen 20 aminoacidos (Yurkanis 2007).

Son conocidos como polimeros de aminoécidos que se diferencian uno de otro por su peso
molecular o con el nimero de residuos de su cadena, su peso molecular puede ir desde cientos
de miles o varios millones de daltones (D) que se los conoce como polipéptidos y si esta formado

hasta 50 aminoéacidos se los denomina péptidos (McKee 2014, p. 124).

Las proteinas deben ser consideradas son un esencial dentro de la dieta alimentaria ya que al
momento de ser ingeridas son hidrolizadas en el organismo teniendo como resultado de este
proceso aminoacidos individuales vitales para la sintesis de nuevas proteinas, o para el aporte
de energia o para la sintesis de compuestos de tipo no proteico como la melanina (Yurkanis 2007)

que nuestro cuerpo necesita.

Cada proteina presente en nuestro cuerpo posee una estructura Unica y ordenada que permite el
cumplimiento de varias funciones, muchas proteinas pueden integrar con tan sélo una cadena

poli peptidica, la mayoria incluye mas de una cadena, o subunidad (Karp 2008, p. 50).

En el grano de quinua se considera que entre el 16 y 20 % del peso de la semilla de este grano
es proteinas de alto valor al igual que sus hojas ademés contienen vitaminas y minerales como:
calcio, fésforo y hierro. En los cotiledones de la semilla se encuentra entre 35-40 % de proteina,
mientras que en el perisperma contiene entre 6,3 al 8,3 % de la proteina total del grano (Sanchez
y Chapofian 2015).
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Las proteinas presentes en la quinua son de tipo albimina, globulina y prolaminas los cuales
poseen una composicion balanceada de aminoécidos esenciales parecida a la proteina de la
leche, durante las Gltimas investigaciones se ha encontrado que las hojas de quinua tienen alto
contenido de proteinas con altos contenidos en vitaminas y minerales como: calcio, fésforo y

hierro (Tapia et al. 2016, p. 79; FAO 2011).

Debido a la cantidad de proteina presente en este pseudo- cereal es un alimento ideal para
personas vegetarianas, ya que en combinacién con otros alimentos pueden reemplazar a la carne

(Vega-Galvez et al. 2010).

1.7.4  Aminodcidos

Los aminoéacidos esenciales presentes en la quinua se hallan en el nicleo del grano a diferencia
de otros cereales como: arroz y trigo que contienen estos componentes en el cascara o

denominado exosperma (FAO 2011).

La deficiencia de aminoacidos esenciales de una proteina se denomina “aminoacido limitante”,
es decir que se encuentra en menor proporcion que la establecida para una proteina patron el
mismo que determina la eficiencia de utilizacion de la proteina presente en un alimento o si un

aminodacido esencial es insuficiente en la dieta para un individuo (Arroyave y Esguerra 2006).

Segun la (FAO 2011) la quinua presenta los siguientes:
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a) Aminoacidos esenciales:

“La lisina es un aminoacido muy abundante mejora la funcién inmunitaria al colaborar en la
formacién de anticuerpos, favorece la funcion gastrica, colabora en la reparacién celular. La
isoleucina, la leucina y la valina ayudan en la produccion de energia muscular mejorando los
trastornos neuromusculares y previenen el dafio hepatico. La metionina actla como agente
detoxificador disminuye los niveles de metales pesados en el organismo frente a formacion de
radicales libres. La quinua contiene fenilalanina considerado como un estimulante cerebral.
Treonina participa en la formacion de colageno y elastina, y facilita la absorcion de otros

nutrientes” (FAO 2011, p. 9).

b) Aminoacidos “no esenciales”

La quinua contiene mas del triple de histidina, recomendable en la alimentacién de infantes,
posee accion antiinflamatoria. La arginina, es un aminoacido casi esencial en la infancia,
estimula la produccion y liberacién de la hormona de crecimiento, reparacién muscular. La
alanina es fuente de energia para musculos, cerebro y sistema nervioso y la glicina actia como

un neurotransmisor tranquilizante en el cerebro y regula de la funcién motora“(FA02011).

“Ademas, la prolina ayuda en la reparacion de las articulaciones, cicatrizacion de lesiones y
Ulceras, parece ser eficaz para tratar los casos de impotencia y frigidez, es protector
cardiovascular y se utiliza junto a la lisina y la vitamina C para impedir o limitar las metastasis
cancerosas “(FAO 2011). “Es comun encontrar en granos de origen pseudo-cereal el acido
aspartico, que mejora la funcion hepética y el sistema cardiovascular, el acido glutamico
participa en los procesos de produccion de energia para el cerebro y la memorizacion, la cisteina
es un protector hepatico y destruye los radicales libres, la serina potente agente hidratante
natural y la tirosina tiene efecto anti estrés reduciendo la depresion y la ansiedad “(FAO 2011).
El contenido aproximado de los principales aminoacidos presentes en la quinua esenciales estan

la leucina entre 46,0 a 58,5 y lisina de 42,0 a 53,3 mg de proteina (Rojas et al.2016).
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1.7.5 Saponina y sapogenina

Saponinas

Carbohidrataes

OH

HO O
HO

CH

Enlace glucosidico

Figura 4-1: Estructura de la saponina

Fuente: (Ahumada et al. 2016, p. 441)

“Las saponinas son metabolitos secundarios que constituyen una gran familia de compuestos
estructuralmente constituidos por un anillo terpenoide o esteroidal, que se encuentran, en la
cascara de las semillas derivadas de la hederagenina y de los acidos oleanélico, fitolacagénico

y serjanico en la planta que provee de sabor amargo” (Ahumada et al. 2016, p. 438-441).

“Es un compuesto triterpénico derivado de la saponina el cual en su estructura a parte de una
aglicona posee grupos sustituidos por oligosacaridos unidos a través de enlaces glucosidicos que

les confieren un caracter anfifilico. (Quifiones et al. 2007, p. 88; Ahumada et al. 2016, p. 441).
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Sapogeninas

HO

Figura 5-1: Estructura de una sapogenina

Fuente: (Ahumada et al. 2016, p. 441)

Las sapogeninas son las agliconas que quedan después de pasar por un proceso de hidrolisis, es
decir la ruptura del azUcar que posee la saponina. Familia de productos naturales denominado

saponinas (Torres 2011, p. 67).

1.8  Obtencion de proteinas en cereales

Maiz (Zea mays L.)

“Es un cereal el cual puede ser aprovechado obteniendo subproductos como: harina, fibra aceite
y proteinas que pueden ser usadas para consumo humano dentro de las investigaciones que se
han realizado, se han encontrado que la cantidad de extracto proteico de este grano es de
10,83mg/l conteniendo en su composicion diversos tipos proteinas asi tenemos: albuminas,

globulinas, prolaminas y gluteninas” (Correa et al. 2017, p. 60).

El método de extraccion usada es agitacidn asistida con ultrasonido y usando como solvente el
acido Tris-Base y para su respectiva cuantificacion se la realizo con espectroscopia ultravioleta
visible empleando los reactivos de: Lowry, Bio-Rad y Bradford como componentes

cromogénicos para la identificacion de proteinas (Correa et al. 2017) .
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Arroz

El arroz contiene gran cantidad de proteinas cuyo contenido aproximadamente es de 17,66 % -
24,35 % (Gandebe et al. 2017, p. 823), SU extraccion se la realiz6 por precipitacion alcalina en la que
se afadio a la harina de arroz 0.005 N de NaOH se separ6 el sobrenadante y posteriormente se
elimind impurezas como almidon y liquidos, para su cuantificacion se empled el equipo kjeldahl
y como solventes el CuSOa, Na2SO4 y H2SO4 en el cual se identificd la presencia y cantidad de

nitrdgeno (Gandebe et al. 2017).

1.8.1 Proteinas presentes en los cereales

2 Albaminas: Son proteinas de reserva solubles en agua pura;(Pinciroli 2010, p. 7; Cordero y Orozco
2011), este tipo de proteinas podemos encontrar en semillas como las de la almendra de

capulin (Pronus serotonina) son mas solubles en un pH de: 6,7 y 12 (Raya et al. 2012, p.203).

3. Globulinas: solubles en soluciones salinas diluidas y neutras y son mas abundantes en la
naturaleza (Cordero y Orozco 2011; Pinciroli 2010) se coagulan por accion del calor, y precipitan

en presencia de sulfato de amonio (Teijon y Blanco 2020, p. 67).

4. Prolaminas: Son proteinas de almacenamiento que se encuentran formado parte del
endospermo de los cereales ricos en prolina y glutamina (Hernandez et al. 2015b, p. 1), SON
solubles en alcohol o en mezclas de alcohol /agua (Cordero y Orozco 2011; Pinciroli 2010). Proveen
a los cereales de propiedades funcionales como: extensibilidad y la elasticidad (Hernandez et
al. 2015).” Tienen un dominio globular a-hélice con 6-8 residuos de cisteina y 3- 4 puentes
disulfuro, gracias a esto estas proteinas son muy solubles en etanol (40-70 %). Se clasifican
en: prolaminas ricas en azufre (o, B, y gliadinas), prolaminas pobres en azufre (o gliadina) y

prolaminas de alto peso molecular” (Hernandez et al. 2015).

22



5 Glutelinas, solubles en soluciones alcalinas o acidas. (Cordero y Orozco 2011).

1.8.2  Precipitacion de proteinas

El objetivo fundamental de la precipitacion de proteinas es obtener extractos ricos en proteina,
considerando el incremento en la temperatura de precipitacion permite la obtencion de

precipitados con mayor contenido proteico (Alvarez et al. 2014, p. 36).

Las proteinas se obtienen por precipitacion a un pH especifico determinado para cada semilla
Ilaméandose precipitacion isoeléctrica para que se de este fendmeno es necesario solubilizar a las
proteinas en un medio especifico para lograr la separacion de restos de los componentes por el

ajuste de pH (Simon 2004, p. 4).

1.8.2.1 Extraccion con agua tomando en cuenta el punto isoeléctrico (pi)

Con este método se extraer de forma continua fracciones de compuestos insolubles mediante
centrifugaciones sucesivas a un pH controlado sin desnaturalizar la proteina (Sair 1959, p. 1; Vioque
et al. 2001, p. 128), tomando en consideracion el punto isoeléctrico dependiendo de la naturaleza

de una proteina (Alvarez et al. 2014).

1.8.2.2 Extraccion proteica con soluciones hidroalcohélicas

Este método se extrae a contracorriente el alimento con mezclas de etanol 50-70 % v/v, al

adicionar alcohol el secado del concentrado se hace mas complicado (Viogue et al. 2001)
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1.8.2.3 Extraccion proteica con agua post Tratamiento térmico

Para realizar este método se debe tener la harina desengrasada para luego ser tratada con vapor
a presion atmosférica el cual permite insolubilizar la proteina considerando que el vapor hace se
eliminen los componentes volatiles, disminuyendo las propiedades entre las fases acuoso-
oleoso y asi mejorando la solubilidad. La continua exposicion al calor puede provocar sabores
amargos y cambios oscuros en el concentrado dando lugar a reacciones de Maillard (Diaz 20186,
p. 14; Vioque et al. 2001).

1.8.2.4 Extraccion de proteinas por precipitacion de sales

Las proteinas precipitan en presencia de altas concentracion de sales (sulfato de amonio y sulfato
magnésico), para su aislamiento se usa la centrifugacion con el fin de separar las fracciones por
diferenciacién de solubilidad, este método es usado para obtener proteinas de grado comercial

a gran escala (Primo 1995, p. 291-292).

1.8.2.5 Extraccion de proteinas por precipitacion con acidos y otros compuestos

Para la extraccion de proteinas también se pueden usar &cidos (Acido tricloroacético, acido
clorhidrico) y metales pesados (acetato de plomo, cloruro de bario), por lo general se usan para
eliminacion de proteinas contaminantes en la industria de alimentos. A nivel de laboratorio se

puede usar acetona y etanol para fines analiticos (Primo 1995, p. 291).
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1.8.3  Meétodos de determinacion, cuantificacion y caracterizacion de proteinas

e Cromatografia CF

Se basa en separar a partir de una mezcla de sustancias disueltas en una solucion (fase movil)
micropipetas, el cual es colocada en una cuba de vidrio gruesa, que resista la mezcla de solvente
(agresivos) especifica para los componentes a separar (fase estacionaria).Para la visualizacién
de los diferentes componentes de la solucion separada se usan agentes conocidos como

reveladores que actGan y provocan colocaciones en el soporte (UNAM 2005).

e  Prueba de Biuret

Es una prueba de identificacion para polipéptidos y proteinas, la positividad de esta prueba se
da al tornarse violeta al afiadir el reactivo de biuret a la muestra, se debe a que se forma un
complejo de coordinacion en los cationes cupricos en medio alcalino con las uniones peptidicas

de las proteinas (Vazquez et al. 2014).

e  Prueba de coagulacién

“Esta prueba es especifica para identificacion de: albiminas, globulinas y prolaminas cuando es
positiva esta prueba se visualiza la formacion de un codgulo lo que se produce por la

deshidratacion de la molécula proteica "(Vazquez et al. 2014).
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e  Prueba de Sulfato de amonio

“Las proteinas son precipitadas por soluciones concentradas como por ejemplo las sales de
amonio [NaCl. (NH4).SO4 y NaSQO4]. Esto se produce por la neutralizacion y deshidratacion de

la molécula, seguida de agregacion y precipitacion” (Véazquez et al. 2014).

¢ Cuantificacion de proteinas por electroforesis

La electroforesis en gel en una técnica para cuantificacién de proteinas, se basa en la elucién y
recuperacion de proteinas con ayuda del gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS
PAGE), este proceso permite localizar la proteina de estudio en el gel, eliminar la proteina del

gel, eliminar la SDS de la muestra eluida y renaturalizar la proteina (Kurien et al. 2020, p.479).

1.8.4 Reacciones de identificacion de aminodcidos

e Prueba Xantoproteica

Esta reaccion que reconoce los aminoacidos que contienen el grupo bencénico (tirosina,

fenilalanina, triptéfano).

e Prueba de la Ninhidrina

La ninhidrina conocida también como: hidrato de tricetohidrindeno, por lo general los

aminodacidos estan constituidas por un grupo amino y un grupo carboxilo libre que reacciona
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con la ninhidrina, produciendo un color violaceo esto se produce porque las soluciones amino y
aminas se oxidan y/o reducen con el reactivo en presencia del amoniaco. Los aminoacidos
porina e hidroxiprolina, que no poseen grupo amino sino imino (-NH-), dan un color rojo que

pasa rapidamente a amarillo (Vazquez et al. 2014, p. 69).

Mecanismo de reaccion

La ninhidrina al ser un oxidante energético por desaminacion oxidativa de los aminoacidos
conduce a la formacién de un aldehido, con liberacion de amoniaco y gas carbénico ademas
produce un intermediario llamado “hidridantina”, que en presencia de otra de ninhidrina, se
condensa produciendo una coloracion violeta o llamada purpura de Ruhemann (Tanez 2018, p. 5).
La coloracion violeta propia de la reaccion con ninhidrina es sensible todos los aminoacidos su

espectro de absorcion a los 570 nm (Teijon et al. 2009, p. 72).

[e} e} (o}
OH o]
Vi 3
2 + R—CH-C — —N ’ + R—CHO+C07+ 3H, 0+ H
OH ol Y-
NH,
o Po) o-
Ninhidrina Anion violeta

Figura 6-1: Reaccion de ninhidrina mas aminoacido

Realizado por: Angy Estrada,2020

e Prueba de los grupos azufrados SH

Es una prueba para identificar proteinas y/o aminoécidos azufrados, se reconocen por la

formacion de una coloracidn negra o gris (Vazquez et al. 2014).
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e  Prueba de Sakaguchi

La mayoria de las proteinas poseen arginina este reactivo nos permite identificarlo la reaccion

es positiva cuando la muestra se torna de color debido a la presencia del grupo guanidina (Vazquez
etal. 2014).

e  Prueba de Hopkins-Cole

Sirve para identificar las proteinas que contienen triptéfano es positiva esta prueba cuando

aparece un anillo color violeta rojizo (Vazquez et al. 2014).

1.9 Pifia (Ananas comosus)

1.9.1 Generalidades

Es originaria de América del Sur, es una monocotileddnea que pertenece a la familia de las
Bromeliaceas es de tipo herbéaceo que se caracteriza porque sus raices sobresalen de la parte de
su inferior tallo, este es de longitud corta en él estan insertadas hojas de forma espiral y su fruto
es de forma cilindrica de color blanquecino cuando esta verde y se torna de color amarrillo a

medida que avanza su estado de maduracién (Gallardo et al. 2008; Sanchéz 2012, p. 5).
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1.9.2 Taxonomia de la piiia

Tabla 3-1: Clasificacion taxonémica de la pifia

Reino

Plantae

Division

Magnoliphyta

Clase:

Liliopsida

Orden:

Bromeliacea

Familia:

Bromeliaceae

Género:

Ananas

Especie:

Comosus

Fuente:(Sanchéz 2012)

1.10 Enzimas

Se define como fermentos orgénicos de origen proteico elaboradas por células vivas

provenientes de animales y vegetales que actlan como catalizadores a gran velocidad

descomponiendo el sustrato sobre el que actdan (Estrella 2005).
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1.10.1 Enzima bromelina

Figura 7-1: Bromelina

Fuente: (Laproteina.es 2012)

La enzima bromelina se obtiene a partir de la pifia con un alto valor nutricional (Dalgo 2012, p. 47),
bromelina es una glicoproteina que pertenece al grupo de las cisteino-proteasas, actla
directamente sobre los aminoacidos de tipo basico y aromatico de las proteinas (Clavijo et al. 2012,
p. 41).

1.10.1.1 Propiedades de la bromelina

Tabla 4-1: Propiedades de la bromelina

Numero CAS (EC 3.4.22.32 - Stem bromelain),
Enzima de tipo Endoproteasa

Especificidad Amplia

Ph Optimo 45-8

Temperatura de trabajo 35-55°C

Tolera Ph alcalinos

Temperatura max de trabajo 60°C

Fuente: (Biocon.es 2016, p. 1)

Realizado por; Angy Estrada,2020
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1.10.1.2 Obtencidn de enzima bromelina

La bromelina por lo general se extrae de la cascara de la pifia con ayuda de etanol a una

temperatura de -10°C al cabo de 7 dias logré establecer (Gallardo et al. 2008, p. 1).

Tabla 5-1: Concentracidn enzimatica de la bromelina en diferentes partes

de la pifia (Ananas comosus)

Parte del fruto Cantldfﬂ_j deenzimas Actividad e_spemflca
proteoliticas (mg/ml) (nmol/min/mg)
Pulpa 625,09 18,73
Corazén 591,04 19,88
Céscara 857,35 9,05

Realizado por: Angy Estrada,2020

Fuente: (Gallardo et al. 2008, p. 1)

1.10.2 Proenzimas o Zimogenos

Estas enzimas son sintetizadas cataliticamente de forma inactiva que se activan de manera
irreversible por ruptura proteolitica que libera péptidos de su cadena, al perder parte de su
estructura la proteina adopta una configuracion espacial convirtiendo en enzima activa, para su
inactivacion después de ejecutada su accion se debe contrarrestar su funcién con proteinas
inhibidoras que se unen a las enzimas proteoliticas bloqueando su accion o degradandolas (Blanco

y Teijén 2006).
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Tabla 6-1: Enzimas proteoliticas y sus aspectos principales caracteristicas

Temperatura ~ PH

Tipodeproteasa  Origen Nombre Fuente s Sitio de accidn
(°C) optimo
Lis, (0 Ar
Tripsina 30-60 7-9 ©Ag)
Animal Porcino, bovino Trp, (0 Tyr, Fe,
Quimiotripsina 45-55 8-9
Serinproteasa Leu)
Substilisin o
Carkb Bacillus Licheniformis 50-60 6-10
arlsberg.
Bacteriana J ) AANf
Bacillus
Subst. BPN
amylotiquefasciens 40-55 6-10
Subst. Novo
Papaina Papaya 5-8
40-75 Fe, (0 Val, Leu)
= CisEmproteasas Plantas Bromenna Pna 5%
20-65 AAhf
Ficina Latexdeficus 58
Pepsina Porcino, bovino 1-4 -Fe (0 Tyr, Let) -
Aspartatoproteasa Animal
Quimosina Becerro 46 T (oFe Tyn)

Fuente:(Wei y He 2003, p. 309; Benitez et al. 2008)

1.10.3 Meétodo de accion de las enzimas

Las enzimas permiten que los organismos lleven a cabo sus reacciones quimicas ya que

disminuyen su energia de activacion de los reactivos obteniendo mayor velocidad de reaccidn,

sin necesidad de aumentar su temperatura ya que si esto ocurre se produce la desnaturalizacion

de la proteina (Valdivia et al. 2008).Para que una enzima actlie eficazmente sobre un sustrato, es
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necesario que en la reaccion enzimatica participen varios grupos funcionales presentes en la

enzima para que se dé el proceso catalitico (Carbonero 1975, p. 110).
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e Especificidad de las enzimas

Una enzima muestra afinidad sobre un sustrato especifico el cual actla sobre un centro activo

el producto formando un complejo enzima-sustrato (Pefia et al. 2004, p. 185-188).

El grado de especificidad de una enzima se determina por el nimero de grupos quimicos que
existe sobre la superficie proteica constituye el 5 % de su superficie total y se lo denomina
“centro activo”, el cual permite la union sustrato enzima y la catalisis el mismo que dependera
los aminodacidos préximos de la cadena peptidica, la unién enzima sustrato depende en gran
medida de los enlaces idnicos, puentes de hidrogeno y Van der Walls los cuales contribuyen a
la a la marcada especificidad de las enzimas sobre los sustratos especificos (Teijon et al. 2009, p.

266) .

1.11 Hidrdlisis de proteinas

La hidrolisis es la ruptura de una estructura primaria de una proteina, dependiendo del tiempo
de exposicidn de la proteina al agente hidrolizador (acido, enzima, alcali), se genera péptidos de
diferente peso molecular (hidrolisis parcial) y si se obtiene, aminoacidos libres si la exposicion

al agente hidrolizador es mayor y el avance de reaccion es completo (hidrélisis total) (Saavedra
2016, p. 20).

Hidrélisis enzimatica es la ruptura de largas cadenas de proteinas hasta convertirlos en péptidos

0 aminoé&cidos, por accion de enzimas proteoliticas de tipo proteasa (Benitez et al. 2008, p.227).

Hidrdlisis acida: Las proteinas al ser sometidas a una solucion de &cido clorhidrico al 20%, y
en presencia de calor por medio de reflujo durante varias horas los enlaces amina se rompen
degradandose la proteina obteniéndose aminodacidos libres (Ege 2018, p. 1207).
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En la siguiente figura, la enzima de tipo proteasa actta sobre el enlace peptidico, rompiéndolo,
y dejando libre el grupo amino y el grupo carboxilo. EI grupo amino y carboxilo obtenidos al
finalizar la hidrdlisis estan parcialmente ionizados este estado dependera del pH al que se realiz6

la hidrolisis (Leon y Sifuentes 2017).

Ry H H R, H

| | | Protease | |
-C—C—-N-C- + H,O == -C—COO + *H,N-C-—
R g T N=F
H O R H R

Figura 8-1: Reaccién catalizada por proteasas

Fuente: (Ledn y Sifuentes 2017, p. 20).

1.11.1 Caracteristicas de la proteina hidrolizada

o Por lo general este tipo de proteina tiene un sabor amargo debido al proceso de hidrdlisis,
dandole una caracteristica muy peculiar ya que mientras mas amarga sea, mayor sera el
namero de cadenas proteicas descompuestas por lo tanto tendré el producto sera de mejor

calidad (Toro 2018).

e Disminucion de peso molecular de la proteina ya sea por fraccionamiento total o parcial,
acompafiado del aumento de carga y la exposicion de los grupos hidrofébicos (Benitez et al.

2008, p. 231).

e Existe cambios funcionales que adopta la proteina asi tenemos: alergenicidad disminuida a
las proteinas tipo parentales. Alteraciones en propiedades fisioldgicas en las que da lugar a
la formacion de péptidos bioactivos y de propiedades funcionales como el aumento de la
solubilidad ademas de poder emulsificante y espumante (Benitez et al. 2008, p. 231). Su COSto

en el mercado es elevado debido al gran aporte nutricional que proveen (Toro2018).
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Tabla 7-1: Valores nutricionales del grano de quinua vs Hidrolizado proteico

Aminoacidos esenciales

Semillasdequinua Hidrolizado proteico de quinua(g/100)

Histidina 2.98 4.28
Isoleucina 3.57 341
Leucina 5.95 6.25
Lisina 5.42 4.25
Metionina 2.18 1.82
Fenilalanina 4.20 3.85
Treonina 2.98 3.86
Triptéfano 1.18 N/D
Valina 421 3.93
Digestibilidad de proteinas 78.00 % 87.73 %

Aminodacidosnoesenciales

Semillasdequinua

Hidrolizado proteico de quinua

Acido aspartico 8.30 6.27
Acido glutdmico 13.10 12.75
Serina 4.20 5.45
Tirosina 1.85 1.89
Arginina 773 7.25
Alanina 4.16 4.23
Glicina 4.92 4.69
Prolina 421 3.93

Fuente: (Nazate et al. 2019, p. 85; Ruales y Nair 1994, p. 453)
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1.11.2 Aplicaciones de proteinas hidrolizadas

e Los hidrolizados se usan en la tecnologia alimentaria gracias a su: solubilidad, poder
emulsificante y capacidad espumante (Benitez et al. 2008), al aumentar su solubilidad se usa

en bebidas alimentarias acidas para obtener mejorar calidad (Monu, R. & Aluko 2003).

e Se han formulado productos hidrolizados infantiles que tiene una propiedad importante que
es la hipo alergénico, son mas estables enziméaticamente ya que se reduce notablemente el
poder emulsionante de la férmula infantil por ende existe menor riesgo que su consumo

produzca algun trastorno gastrico (Mahmoud, Malone y Codle 1992).

e Los péptidos antioxidantes obtenidos por proteinas mediante enzimas de origen vegetal,
animal o microbiana, tienen gran potencial uso en la industria alimenticia y farmacéutica,

para tener accién antioxidante (Gallegos et al. 2013, p. 119).

¢ Los péptidos de peso molecular bajo, tienen méas potencialidades que los péptidos de peso
molecular alto ya pueden actuar como agentes antihipertensivos y reducir los radicales

libres en el cuerpo (Monu, R. & Aluko 2003)

« En la cosmética, las proteinas hidrolizadas retrasan el envejecimiento dérmico proveniente
de tejidos animales, los cuales estimulan la sintesis de colageno y de otros componentes

del tejido colaginoso mediante el aporte de los AA 'y péptidos (Juher y Pérez 2015, p. 62,65).
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CAPITULO I

2  MARCO METODOLOGICO

El presente trabajo investigativo consta de las siguientes fases:

o Obtencion de la proteina de quinua
o Hidrdlisis enzimética de la proteina de quinua (monitorio de hidrolisis)

o Propuesta para la elaboracion de una bebida de quinua tratada con extracto natural
enzimético de bromelina

v" Lugar de la Investigacion

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Bioquimica de la

Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

v" Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo explicativa ya por medio de un seguimiento cromatogréfico
y fotométrico se busca determinar cdmo actia la bromelina sobre la proteina de la quinua
durante la hidro6lisis enzimaética, resultados que potencialmente podrian aportar en los campos

de la Industria quimica, cosmética y alimentaria.
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v' Materiales, equipos y reactivos usados en la investigacion

Para el aislamiento proteina de quinua

MATERIALES REACTIVOS EQUIPOS
Tamiz HCI concentrado Licuadora
Wasos de precipitacion de 250 ml Reactivo de Biuret | Centrifuga
WVarilla de agitaciéon Etanol de 96° pH metro
Bureta de 25 ml Agua destilada
WVaso de precipitacién de 1000 ml Agua destilada

Pipeta graduada

Pinzas universales

Soporte

Tubos de centrifuga

Reverbero

Realizado por: Angy Estrada, 2020

Para la hidrolisis enzimatica

MATERIALES INGREDIENTES EQUIPOS
Olla Canela en polvo Reverbero
Cernidora Anis estrellado Centrifuga
Varilla de agitaciéon Harina de quinua
Tubos de centrifuga Pifia
Cuchara
Frasco de vidrio

Realizado por: Angy Estrada, 2020

Para la elaboracion de la bebida experimental de quinua

MATERIALES REACTIVOS EQUIPOS
Waso de precipitacion de S00 ml | NaOH al 1 %o Agitador magnético
Waso de precipitacion de 250 ml | Ninhidrina al 2 %% Centrifuga
Warilla de agitacidon Etanol de 96° pPH metro
Pipeta graduada de 10 ml Agua destilada Balanza analitica
Tubos de centrifuga Agua destilada Estufa
Widrio reloj Incubadora
Mortero vy pistilo
WVasos de precipitacion de 100 ml
Tubos de ensayo de centrifuga
Pipeta Pasteur

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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v Preparacioén de reactivos

Reactivo de biuret

Se pesa 0,38 g de sulfato de cobre penta hidratado (CuSO4-5H,0) y 1,2 g de tartrato de sodio y
potasio. Se disuelve en 50 ml de agua destilada, agregar 100 ml de solucién de NaOH al 10 %
se agita y se aforar a 250 ml. La presente solucidn se conserva en un frasco &mbar para evitar su

descomposicién por acciéon de la luz.

Reactivo de ninhidrina al 0.2%

Se pesa 0,2 gramos de ninhidrina en 100 ml de alcohol potable al 96 % agitar y conservar en un

frasco color &mbar.

Reactivo de millén

Se pesa 5 g de mercurio, colocar cuidadosamente en una probeta y afiadir 15 ml de &cido nitrico
concentrado (HNOs3), dejar reaccionar hasta observar que no exista la emanacion de gases
toxicos propios de la reaccion, afiadir 45 ml de agua de destilada agitar y conversar en un frasco

limpio y seco de color &mbar.

Reactivo xantoproteico (Acido nitrico concentrado)
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Reactivo Liebermann Burchard

Se afiade 10 ml de anhidrido acético y 2 ml de 4cido sulfrico concentrado agitar y conservar

en un frasco ambar.

Reactivo de Hopkins —Cole

A 0,010 g de magnesio agregar 25 ml de &cido oxalico y 25 ml de agua destilada agitar y

finalmente colocar en un frasco la solucion.

41



21 Obtencidén de proteinas

Para la obtencion y aislamiento de proteinas a partir del grano de quinua se siguen los siguientes

pasos:

¢ Proceso de desamargado del grano de quinua

¢ Proceso de obtencion del extracto acuoso del grano de quinua (E.A.Q.)

¢ Precipitacion acida de la proteina bruta de quinua (P.B.Q.)

¢ Aislamiento hexanico de sapogeninas contaminantes de la proteina bruta de quinua (P.B.Q.)
e Caracterizacioén de la proteina de quinua (P.Q.)

e Rendimiento de la proteina de quinua (P.Q.)

2.1.1  Proceso de desamargado del grano de quinua

v’ Pesar 254 g de granos de quinua blanca
v Dejar en remojo con 750 ml de agua por aprox. 8h con el fin de desamargar el grano

v Eliminar el agua de remojo
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2.1.2 Proceso de obtencion del extracto acuoso del grano de quinua desamargado (E.A.Q)

Licuar grano previamente desamargado

Filtrar con agua destilada

v
| |

Sélido Liquido

\ 4

Recolectar en un vaso de precipitacion
1000 ml

¢

Separacion de impurezas
(GRANOS DE ALMIDON)

.

Centrifugar en tubos
(4000 rpm; 3 min)

'

b A

Precipitado Sobrenadante
(Almidén eimpurezas) Ext. Acuoso con proteinas
Desechar Recolectar y almacenar el
E.A.Q.

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.1.3

Precipitacion dcida de proteina bruta de quinua (P.B.Q)

con

Precipitar el E.A.Q por acidificacion

HCI conc.: H20 (1:3) (pH 5.5).

|

Centrifugar en tubos
(4000 rpm; 3min)

:

'

'

Sobrenadante Precipitado
Proteina cruda de quinua
v ‘
Desechar Desengrasar
EtOH 96 %
Centrifugar

(4000 rpm; 3 min)

v

Secar
Aire frio con movimiento

b

Almacenar
P.B.Q

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.1.4 Aislamiento hexdnico de sapogeninas contaminantes en la proteina bruta de quinua

(P.B.Q)

a) Procedimiento para eliminar sapogeninas de la proteina bruta de quinua

Pesar 12,.38 g. de P.B.Q

'

Anfadir 50 ml de hexano

v

Agitar

' .
v v

Sobrenadante Precipitado
Proteina de Quinua (P.Q.)
Y |
Recoger con pipeta pasteur v
¢ Evaporar
Hexano
Pruebas de caracterizacion J,
sapogeninas
(Lieberman-Burchard) 10.,7gP.Q

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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b) Caracterizacién de sapogeninas esteroidales (Liebermann-Burchard)

Fundamento

Esta reaccidn se basa en la oxidacion del colesterol libre y estratificado presente en la muestra,
que en presencia del acido sulfurico y anhidrido acético forman un compuesto coloreado el
mismo que puede ser detectado a una absorbancia de 540 nm indicadores de la presencia de

compuestos triterpénicos (Roca et al. 2003, p. 243).

Colocar 2 ml del extracto hexanico en
un tubo de ensayo

v

Afadir 10 gotas del reactivo de
Liebermann- Burchard

:

Agitar
|
v

Observar el cambio de color que va de
amarrillo-naranja- negro (Triterpenos)

Fuente: (Véjar 2005, p. 60)

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.1.5 Caracterizacion de la proteina de quinua (P.Q.)

“Por la naturaleza de los compuestos o la presencia de ciertos grupos funcionales las proteinas
reaccionan con agentes gque producen agregados coloreados” (Bohinski 1998, p. 86; Characterization y
Oyster 2014). Para la caracterizacion de las proteinas aisladas del grano desamargado se usaron

diferentes pruebas cualitativas de anélisis:

a) Prueba de biuret (FAO 1997, p. 169).

Fundamento

“Al adicionar la solucion de proteina el reactivo de Biuret produce una reaccion de coloracion
pUrpura esto se produce cuando los iones cuprosos (Cu?*) se acomplejan a los enlaces peptidicos
(NH) en presencia de pH alcalino. La intensidad del color dependera del tipo de proteina y el

contenido de proteina presente en la muestra”.

Procedimiento

v' Pesar 0,25 g de proteina aislada y afiadir en tu de precipitacion

v Afadir 3 ml de agua destilada al tubo

v" Colocar 1ml de Reactivo de biuret y agitar

v" Prueba positiva si la muestra se torna de color violeta
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b) Prueba de Milldn (vazquez et al. 2014)

Fundamento

“Esta reaccion es positiva en proteinas que presentan compuestos fendlicos no sustituido en la
posicion 3, 5 asi tenemos la tirosina, fenol y timol al producirse esta reaccion probablemente se

dé la formacién del complejo de 6xido de mercurio y fenol”.

Procedimiento

v Afadir a 0,25gr. de proteina de quinua 10 gotas de reactivo de millén
v Agitar hasta la obtencion de un precipitado blanco
v’ Calentar la muestra a bafio maria

v Prueba positiva si la muestra se torna de color rojo

C) Prueba Xantoproteica (Véazquez et al. 2014)

Fundamento

“Esta reaccion que reconoce los aminoacidos que contienen el grupo bencénico (tirosina,
fenilalanina, triptéfano). Es positiva esta reaccién cuando se afiade acido nitrico e NaOH a la

muestra se torna amarillo o verde debido a la formacion de nitrocompuestos aromaticos”.
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Procedimiento

v" En un tubo de ensayo afiadir pesar 0,25 g de proteina de quinua

v" Afadir 2 ml de agua

v" Afadir 1Iml de HNO3, concentrado

v Agitar

v Someter a bafio maria la muestra y verifique si la solucion se torna de coloramarillento
v Dejar enfriar el tubo

v/ Adicionar gota a gota una disolucién de NaOH al 10%

v Reaccidn es positiva si la coloracion se torna anaranjada

d) Prueba de Hopkins —Cole (Véazquez et al. 2014).

Fundamento

“Sirve para identificar las proteinas que contienen triptéfano el cual reacciona con el acido
glioxilico en presencia del &cido sulfdrico concentrado es positiva esta prueba cuando aparece

un anillo color violeta”.
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Procedimiento (Giraldo et al. 2010, p. 100)

v Afadir 2 ml de solucién problema
v 2 ml de reactivo de Hopkins-Cole
v Agitar

v" Adicionar por las paredes del tubo 1 ml de &cido sulfirico concentrado

e) Hidrdlisis acida total de P.Q. como prueba indirecta de caracterizacién proteica

Pesar 1.,5 g de P.Q.

Afadir 30ml de HCI 6M
v

Hidrolisis P.Q.
reflujo (16 h)

v

Separar en tubo 2ml de
hidrolizado &cido

.

Neutralizar con
Naz(COs)

v

Realizar CP de celulosa
Evidenciar cualitativamente
aparicion de aminoacidos

Realizado por: Angy Estrada, 2020

50



2.1.6 Rendimiento de la proteina de quinua

Se calcula el rendimiento de la obtencién de la proteina de quinua, obtenida a través de la

siguiente férmula:

. . 0+ 100
RendimientodelaP.Q.obtenida (%)= e

Donde:

Peso practico de los granos de quinua (P) = 2549

Masa de proteina de quinua obtenida (m) = 14,38 g

Se calcula el rendimiento de la obtencidn de la proteina bruta de quinua, obtenida a través de

la siguiente formula:

1+ 100
]

gutobugbououoougo. o, .
goooogog=

Donde:
Peso practico de los granos crudos de quinua (P) = 254g

Masa de proteina de quinua bruta obtenida (m) = 21,50 ¢
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2.2 Hidrolisis enzimatica de la proteina de quinua (monitoreohidroélisis)

El presente trabajo experimental de hidrolisis enzimética consta de las siguientes partes:

e Obtencion de un extracto programado de bromelina a partir de la pifia (Ananascomosus).

e Proceso de hidrolisis enzimatica de la proteina de quinua con extracto programado de
bromelina.

e Control del proceso de hidrolisis:
1. Seguimiento cromatografico de la hidrolisis enzimética de la proteina de quinua.

2. Seguimiento fotométrico de la hidrélisis enzimatica de la proteina de la quinua

2.2.1 Obtencion de un extracto programado de bromelina a partir de la pifia (Ananas

comosius)

El extracto enzimatico de bromelina se realiza con pifia (Ananas comosus), de estado de
maduracion (inmadura), perteneciente a la familia Bromelidcea, género: Ananas, especie
comosus (Miller, 1917), adquirida en el mercado mayorista de la ciudad de Riobamba. Segun los
reportes (Gallardo et al. 2008, p. 1),” afirma que la pulpa y el corazén de la pifia fresca, contiene
mayor actividad y concentracion enzimética de la bromelina, por lo que para la presente

experimentacion se ha decidido usar estas partes del fruto”.

El extracto programado de bromelina se prepara siguiendo el presente procedimiento:
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Lavar la pifia verde (Ananas comosus)

.

Retirar la corteza

v

Separar la pulpa y corazén de la pifia
en pedazos

v

Pesar 15 g de pulpa de fruta y 15g de
corazén de pifia

Il

Triturar con ayuda de un mortero

Il

v
Recoger el zumo de la trituracion
20 ml aprox.

il

Distribuir el zumo en tubos de
centrifugacion

¢

Centrifugar
(3500 rpm; 3 min)

.

Recolectar los sobrenadantes

|
Centﬁfugar
(3500 rpm; 3 min)

.

Sobrenadante
Extracto programado de bromelina
Almacenar en frio (importante)

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.2.2  Proceso de hidrdlisis enzimdtica de la proteina de quinua con extracto programado

de bromelina

Pesar 0.,25 g de P.Q. y colocar en un vaso de
precipitacion

Y

Afadir 10 ml de extracto programado de
bromelina

A 4
Agitar

:

Tapar con parafilm

:

Incubar a 42°C

Realizado por: Angy Estrada, 2020

Los factores a considerar en la hidrolisis enzimatica de proteinas en el trabajo son:

Tabla 1-2: Factores en estudio

FACTOR DESCRIPCION NIVEL
0h To
24h Ty
48 h Tz
Factor A Tiempo 72h T
120 h T4
144 h Ts
168 h Ts
Factor B Temperatura 42°C bo

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Estos tiempos y temperaturas se escogieron luego de varias pruebas previas. Los indicadores
para el seguimiento del fraccionamiento proteolitico son: el control cromatografico de la
hidrolisis enzimatica de la proteina de quinua en cromatofolios de silica-gel y la medicion
fotométrica en el proceso de protedlisis de la proteina de quinua, segun los tratamientos descritos

en la (Tabla 1-2) cada uno con 2 y 3 réplicas respectivamente:

Tabla 2-2: Disefio de tratamientos para seguimiento cromatografico y fotométrico de la

hidrolisis enzimatica

INDICADORES DE CONTROL
Cromatografia Medicion de
Tratamiento | Combinacion (CF) silica-gel absorbancia
Cl'omatlogl'ama Cl'omatzogl'ama R1 R2 R3
1 bo To (0 h)
2 bo T1 (24 h)
3 bo T2 (48 h)
4 bo T3 (72 h)
5 bo T4 (120 h)
6 bo T5 (144 h)
7 bo Ts (168 h)

Donde R: réplica

Realizado por: Angy Estrada, 2020

2.2.3  Control de la hidrolisis enzimadtica de la proteina de quinua

2.23.1 Seguimiento cromatografico de la hidrdlisis enzimatica de la proteina de quinua

El hidrolizado enziméatico con bromelina a una temperatura de 42°C y tiempos indicados
anteriormente en la (Tabla 2-2), fueron sometidos a una cromatografia en capa fina en
cromatofolios de silica-gel para visualizar los péptidos generados en el rango de tiempos
establecidos. Las muestras aplicadas fueron: extracto programado de bromelina y cada uno de
los tratamientos identificados como (T;) que abarca un tiempo de 0 ha 168 h (0 h, 24 h, 72 h,
120 h, 144 h, 168 h).
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Se utilizd ninhidrina como revelador para visualizar los péptidos sustentados en que, la
ninhidrina es especifica para el grupo amino presente en los aminoacidos, por tanto, reaccionaria
con los grupos aminos que se generaria progresivamente a partir de la hidrdlisis de la proteina
de quinua, que en pruebas de ensayo realizadas en cromatofolio de silica-gel, se observa
manchas rosaceas que corresponderian a la generacién de péptidos, metodologia que se redacta
en el numeral (Procedimiento para la cromatografia en papel de celulosa (revelador:
ninhidrina) del hidrolizado de quinua (7dias) para contrastar visualmente con la cromatografia

en silica., pag. 57).

a) Procedimiento para la realizacion de una cromatografia en silica gel para visualizar

los péptidos generados (revelador: ninhidrina)

v’ Usar guantes y recortar el cromatofolio de silica-gel de dimensién 14,5¢cm x 20cm, adecuado

para el nimero de muestras a eluir.

v" Marcar las posiciones para los tratamientos en el cromatofolio de silica-gel con ayuda de una

hoja cuadriculada.

v' Aplicar sobre las marcas 20 aplicaciones de cada uno de los tratamientos con ayuda de micro

capilares.
v' Secar el papel a temperatura ambiente.

v' Asegurar la placa para su colocacién en la cuba de modo que la linea antes sefialada quede

por encima del eluyente.

v' Cerrar la cuba y esperar que el solvente ascienda por la placa 16,5 cm (Fs).
v’ Retirar, evaporar y secar la placa a temperatura ambiente.

v' Revelar la placa pulverizando una solucion de ninhidrina al 0,2 %

v Exponer la placa preferentemente al sol hasta la aparicién de manchas (roséaceas) y

posteriormente en la estufa a 110°C para terminar el revelado de la placa.
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Eluyente:
Para CF ascendente Butanol -Acido Acético -Agua (27,5: 13: 10)
Revelador:

Solucidn de ninhidrina al 0,2 % etanol

Para verificar que las manchas rosaceas corresponden a péptidos se realiz6 una cromatografia
en papel de celulosa, utilizando como revelador ninhidrina, con las mismas condiciones de la
cromatografia realizada en silica-gel. Las muestras aplicadas fueron: muestra del hidrolizado
enzimatico (7 dias), acompafiado con aplicaciones de: alblmina de huevo, proteina de quinua y

el extracto programado de bromelina.

Esta cromatografia busca determinar que las manchas rosaceas generadas en el cromatofolio de
silica-gel coincidan, con las manchas violetas que se generarian en la cromatografia en papel de
celulosa revelada con ninhidrina. La finalidad de aplicar albimina de huevo y proteina de quinua
en la cromatografia en papel es definir si una proteina reacciona con ninhidrina y
simultaneamente detectar si un péptido reacciona con este reactivo, ademas se busca comparar,
las manchas generadas en la cromatografia de silica-gel con las manchas presentes en el papel

de celulosa para aceptar la ninhidrina como revelador de péptidos en cromatografia de silica-

gel.

La cromatografia en papel de celulosa fue replicada en cromatofolios de silica- gel.
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b) Procedimiento para la cromatografia en papel de celulosa (revelador: ninhidrina) del
hidrolizado de quinua (7dias) para contrastar visualmente con la cromatografia en

silica.

v’ Usar guantes y recortar el papel de celulosa de dimension 14,5 cm x 20 cm.

v Marcar las posiciones para cada una de las muestras con ayuda de una hoja cuadriculada

considerando la misma distancia se separacion entre muestra y muestra.

v' Aplicar sobre las marcas 20 aplicaciones de cada una de las muestras (albimina de huevo,
proteina de quinua, extracto programado de bromelina, hidrolizado enzimatico (7dias)) con

ayuda de micro capilares.
v' Secar el papel a temperatura ambiente (evitar contaminacion).

v Asegurar el papel y colocar en la cuba de modo que la linea antes sefialada quede por encima

del eluyente.
v' Cerrar la cuba y esperar que el solvente ascienda por la placa [16,5 cm (Fs)].
v’ Retirar, evaporar y secar el papel al ambiente.
v' Revelar el papel pulverizando una solucién de ninhidrina al 0,2 %.

v Exponer el papel preferentemente al sol hasta la aparicion de manchas (Violeta) y

posteriormente en la estufa a 110°C para terminar el revelado de la placa.

v" NOTA: Comparar cromatograma de papel de celulosa con el cromatograma de silica-gel

Eluyente:
Para CF ascendente Butanol -Acido Acético -Agua (60: 15: 20)
Revelador:

Solucidn de ninhidrina al 0,2 % etanol
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2.2.3.2 Seguimiento fotométrico de la hidrélisis enzimatica de la proteina de la quinua

El procedimiento para el seguimiento de la generacion de péptidos de la hidrdlisis enzimética a
partir de la proteina de la quinua se realiza fotométricamente con ninhidrina. Dado que la
ninhidrina es especifica para la determinacion de aminodcidos al reaccionar con el grupo amino
produce un color purpura, se probo la utilizacion de un método fotométrico adaptado, sustentado
en pruebas previas donde, el grupo amino de los péptidos generados reaccionan con ninhidrina,
esperandose la generacion de un color cercano al azul de Ruhermann o purpura tipico en
aminodcidos, debido al acortamiento de la cadena peptidica inicial y al aumento de grupos amino

por la formacidon de péptidos.

A continuacién, presentamos el procedimiento aplicada a cada tratamiento con tiempos y
temperaturas detallada en la (Tabla 2-2) y del blanco normalizado correspondiente para cada

uno de ellos:
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Procedimiento de elaboracion del blanco normalizado para calibracion del equipo

fotométrico

Tomar 1 ml de extracto programado de

bromelina en tubo de ensayo

!

Afadir 3 ml de agua destilada

|

Afadir 0,5 ml de reactivo de ninhidrina 0,.2

!

Agitar

v

Calentar 3 min hasta generacion de color
Enfriar inmediatamente

Colocar 2 ml de la sustancia coloreada en

una cubeta de cuarzo

.

Medir absorbancia a 570nm
|

Enserar y calibrar el equipo

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Procedimiento de hidrdlisis y seguimiento fotométrico para cada tratamiento

Tomar 2ml del hidrolizado

Y

Centrifugar
3500rpm ;3 min

|

!

| solido

v

Desechar

!

Sobrenadante

v

l

Tomar 1ml en un tubo de ensayo

|

Afadir 3ml de agua destilada

!

Afadir 0.,5 de reactivo de ninhidrina

l

Agitar

l

Calentar 3min hasta generar color

-

Enfriar inmediatamente

v

Colocar 2ml de sustancia coloreada en una
cubeta de cuarzo

}

Medir absorbancia a 570nm

I

Recoger los datoslde los tratamientos

v

Graficar promedio (Abs Vs tiempo)

.

Interpretar los valores de absorbancia

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.3 Elaboracion de una bebida de quinua tratada con extracto enzimatico natural de

bromelina

El valor agregado del presente trabajo investigativo es la preparacion de una bebida de quinua
basada, en la metodologia experimental usada para la realizacion del proceso de hidrolisis
enzimatica con el extracto programado de bromelina, con la finalidad de obtener una bebida de

quinua con proteina parcialmente hidrolizada que proporcionara péptidos al consumidor.

Para la propuesta de la elaboracién de la bebida casera de quinua se sigue de los siguientes

pasos:

e Preparacion de un extracto enzimatico natural de bromelina de pifia (para bebida)
¢ Elaboracion experimental de una bebida de quinua tratada con extracto natural de bromelina
o Pruebas de degustacion de la bebida de quinua

e Propuesta para la elaboracion de una bebida casera de quinua con extracto enzimatico natural
de bromelina

2.3.1 Preparacion de un extracto enzimdtico natural de bromelina de piiia (para bebida)

El extracto enzimatico es un liquido preparado a partir de una pifia inmadura, que contiene la
enzima bromelina sin adicion de agua, el cual garantiza la mayor concentracion enzimatica
extraida de la pulpa y corazdn del fruto. El proceso de preparacion esta basado en el siguiente

proceso experimental:
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Lavar la pifia verde
(Ananas comosus)

v

Retirar la corteza

.

Separar la pulpa y el corazon de la
pifia en pedazos

v

Pesar 500 g de pulpa y 500 g de
corazdn de pifia

!

Licuar sin adicion de agua

.

Recoger el zumo total de la
trituracion
450 mi

!

v
Distribuir el zumo en tubos de
centrifugacién

.

Centrifugar
(3500 rpm; 3 min)

|
Recoger el i’obrenadante

|
Centﬁfugar
(3500 rpm; 3 min)

v

Sobrenadante
Extracto enzimatico natural de
bromelina

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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2.3.2 Elaboracion experimental de una bebida de quinua tratada con extracto natural de

bromelina
Peszar 13 g de harina de quinua
Adiciomar 3070 ml de extracto
enzimatice natural de bromelina
Mezclar enun vaso de ,|  Tomar 2mldel
precipitacion de 300 ml hidrolizado
Medir la shsorbancia
v a 570um
Pasada 24 h de hidralisis Oh;I4h
Hervir el hidrolizad ;E;E:J.s-s _prmm:ﬁ'mm-n:a
£ min de ln HE de la protaina

-

Afizdir una ctda. de azacar v
0.10 g de canela en polvo

+

Cernir bebida
!

Eezcoger bebida de quinua en un
frasco

Realizado por: Angy Estrada, 2020

64



2.3.3 Pruebas de degustacion de la bebida de quinua

Para la presente prueba se tomé en consideracion a 20 estudiantes de la carrera de Quimica de
la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, pertenecientes al periodo septiembre 2019 - febrero del
2020 para la realizacion de una encuesta en el que se busca, determinar las caracteristicas
organolépticas de la bebida de quinua tratada con extracto enzimatico natural de bromelina
sustentado en el desarrollo del trabajo de titulacion. “Obtencion de proteinas y su hidrdélisis

enzimatica de la quinua amarga (Chenopodium quinoa)”.

Para la prueba de degustacion se usa una encuesta (Anexo L) para evaluar las caracteristicas
organolépticas como: textura- consistencia, aroma, color y sabor; para su valoracion se uso los
criterios de la escala heddnica donde 1 significa me disgusta muchisimo y 9 me gusta

muchisimo.

2.3.4 Diseiio de una propuesta para la elaboracion de una bebida casera de quinua

Los resultados que se generen en la elaboracion experimental de la bebida peptidica de la harina
de quinua se utilizaran para disefiar una propuesta de elaboracion de una bebida casera obtenida

a partir de harina de quinua tratada con extracto enzimatico natural de bromelina.
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CAPITULO 11l

3 RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Resultados de la obtencién de proteinas del grano de quinua

3.1.1 Precipitacion dcida de la proteina bruta de quinua (P.B.Q.)

La proteina bruta de quinua se obtuvo desde un extracto acuoso libre de saponinas y almidon
del grano de quinua licuado (frio), al realizar un tratamiento de acidificacion utilizando 8 gotas
de una solucion de HCI concentrado en proporcion (1:3) hasta llegar a un pH de 5.5, luego de
mantener en estas condiciones toda la solucion a un tiempo de 30min de reposo para lograr la
precipitacion mayoritaria de la proteina. La proteina sedimentada pudo ser recolectada por
centrifugacion, desengrasandola con lavados de etanol al 96 % y finalmente secandola con
aspersion de aire frio, la proteina bruta de quinua obtenida se la obtuvo de aspecto aglutinado

con poca movilidad.

En el proceso de precipitacion acida de proteina fue importante eliminar el almidoén en frio para
separarlo en forma de granos por centrifugacion y evitar su gelificacion, de igual manera se
busco separar las saponinas para evitar posibles interferencias en el proceso, sin embargo el
aspecto aglutinada y de poca movilidad de la proteina nos llevo a suponer la presencia de
sapogeninas debido a la acidez utilizada en el proceso, pues puede haberse dado una hidrolisis
parcial de las saponinas durante el tiempo de 30 min, por esta razén a la proteina obtenida hasta
este momento se la llamé “Proteina bruta” y se realiz6 un procesamiento de aislamiento y

caracterizacion de sapogeninas.
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Precipitacion de E. A.QapH 5,5 Sedimentacion luego de los 30 min

-

Proteina bruta de quinua (P.B.Q)

3.1.2 Resultado del aislamiento hexdnico de las sapogeninas contaminantes de la P.B.Q

A partir de la P.B.Q de aspecto aglutinado, pegajoso y con poca movilidad se procedio a liberar
de sapogeninas con un lavado utilizando solvente orgéanico (hexano), en el cual se ejecuto la
prueba de Liebermann Burchard para determinar la presencia de compuestos esteroidales-
triterpénicos, dando positiva para sapogeninas. Luego del lavado con hexano y evaporado con
aire frio se obtuvo la proteina de quinua (P.Q.), con un aspecto pulverulento de color crema.
Conrelacion a la solubilidad de la P.Q. esta aparenta ser soluble en solucién ligeramente alcalina
de pH9.
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Con el aislamiento detallado pudo demostrarse que la P.B.Q se encuentra acompafiada de
sapogeninas, por tanto, el tratamiento para precipitar proteina con &cido llega a hidrolizar en
algin grado a las saponinas durante el tiempo de reposo que se utiliza para precipitacion y
sedimentacion, a su vez esta es la causa de que la proteina bruta de quinua tenga, el aspecto
aglutinado pegajoso y de poca movilidad.

| S 4
+ H,C~CO~0~CO~CH, 4 H,SO‘_) OO‘Q
e H0O,8

Colesterol Anhidrido acético Ac. sultGrico Acido colestahexaen sulfénico
(410 nm)

Figura 1-3: Reaccién de determinacion de compuestos triterpénicos con reactivo

Liebermann Burchard

Fuente:(Roca et al. 2003)

3.1.3 Pruebas de caracterizacion de la proteina de quinua obtenida (P.Q.)

Tabla 1-3: Resultado de pruebas de caracterizacion de la P.Q.

PRUEBAS BLANCO  P.Q.
Biuret (+) (+)
Millon (+) (+)
Xantoproteica (+) O]
Hopkins-cole +) (+)
Cromatografia en papel como prueba indirecta de Ver Figura 4-3

Hidrolisis acida total de la P.Q.

Realizado por: Angy Estrada,2020
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a) Prueba de biuret

La prueba de biuret fue positiva (+) para la caracterizacién de la P.Q, permitié demostrar que el
polvo aislado a partir del grano de quinua es una cadena peptidica, tanto una proteina pues la
prueba de biuret indica la presencia de 1 0 mas de enlaces peptidicos, de acuerdo complejo

coordinado que genera esta reaccion entre el cobre y la cadena peptidica (color violeta).

HN / N NH,

N N/A
g

° n }\ /4\“ 2
o7 TNH, H NN

Figura 2-3: Complejo coordinado formado entre
Cu+y el grupo amina de las proteinas
Fuente: (Roca et al. 2003)

b) Reaccion de millén

La reaccion con millén sirva para determinar la presencia de aminoacidos de tipo aromatico
(Tyr, Thyp) en la proteina. Al realizar esta prueba de caracterizacion a la proteina de quinua se
pudo determinar la positividad de esta prueba, ya que el (NO2) del &cido nitrico presente
reacciona con el mercurio propio del reactivo, formado el Hg. (NOs), el cual, en pH &cido
reacciona con el grupo hidroxilo (-OH) de la tirosina produciendo asi un color ladrillo

caracteristico de este aminoacido.
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¢) Reaccién xantoproteica

La reaccion con el reactivo xantoproteica es caracteristica para la determinacién de compuestos
azufrados, por lo medio de esta reaccion de identificacion se comprob6 que la proteina de quinua
P.Q., aislada mediante el proceso por acidificacion no presenta aminoacidos de tipo azufrados
ya que no denota la presencia de un precipitado negro, o podria tener cantidades muy bajas de

aminodacidos azufrados para la sensibilidad de la prueba.

Proteina Proteina
HNO,
—_— =
NO,
Proteina con aminoacido Un producto nitrado
aromatico

Figura 3-3: Reaccién para presencia de compuestos azufrados

Fuente:(Guarnizo y Martinez 2009, p. 183)

d) Reaccion de Hopkins Cole

La prueba de caracterizacion de Hopkins-cole sirve para determinar triptéfano presente en
proteinas por lo que decidi6 usar esta prueba, dando positiva (+) la presencia de triptéfano en la
muestra de P.Q. ya que, se visualiza la aparicion de un anillo violeta propia de la presencia este

aminoécido (ver Anexo F).
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e) Hidrodlisis acida total de P.Q. como prueba indirecta para caracterizacién proteica

La hidrdlisis total &cida (16 h) de la proteina de quinua P.Q. obtenida genera aminoacidos
verificados por cromatografia en papel de celulosa, usando como revelador ninhidrina. El
cromatograma correspondiente corrido junto a otras muestras identificadas en la parte inferior

del cromatograma se observa a continuacion:
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Aminoacidos de la PQ.

Patrones AA

J
i BAY
TR

A

Patrones AA

= h o
- i Q'Y N

T 1P

i 3 48NS 6 e 8

Fase movil: ButOH, Ac. Acético, agua (60: 15:20)
Soporte: Papel de celulosa
Revelador: Ninhidrina al 0.2% etanol

Aplicacion

1. (Esr) Extracto programado de bromelina

2. (PQ) Proteina de quinua

3. (HQ) Hidrolizado 4acido total de la P.Q. (16h)
4. (HE) Hidrolizado enzimatico de la P.Q. (7dias)
5. (Asp) Estandar del 4cido aspartico

6. (Tyr) Estandar de la tirosina

7. (Gly) Estandar de la glicina

Q

Vg ) UNNNENS N o VI ISR DR N RIS S o S

Figura 4-3: Cromatograma en papel de celulosa de la hidrolisis total acida de la
proteina de quinua

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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La proteina de quinua en la cromatografia en papel realizada muestra 4 aminoacidos, 3 de los
cuales pueden ser identificados como: glicina, &cido aspartico, tirosina y uno no ha sido

identificado con los estandares disponibles y utilizados.

Esta cromatografia realizada, demuestra que si se han obtenido péptidos., visto que se aplico
proteina de quinua en la posicién 2, donde no se observan manchas definidas, no asi, como se

observa en el hidrolizado gque corresponde a la aplicacion 3.

En esta cromatografia se busco aprovechar aplicando en la posicion 4 hidrolizado enzimatico
de la P.Q. (7 dias), observandose aproximadamente 5 manchas que corresponderian a péptidos
generados, pues en la aplicacion 2 que corresponde a P.Q. sola solubilizada en medio alcalino,
no se observan manchas, particularidad que demostraria la validez de usar ninhidrina como

revelador para péptidos en papel de celulosa.

En la cromatografia se aplico el extracto de bromelina posicidn 1, como blanco para minimizar
interferencias relacionadas con aminoacidos y péptidos pues, en el carril 1 solo se observa una

mancha difusa y casi en el origen.

Se descarta la presencia de triptéfano a pesar de que, la prueba del Hopkins Cole fue positiva,
ya que la hidrolisis &cida le destruye por reacciones diversas que ocurren durante la exposicion
al ambiente fuertemente acido. También se destruye la serina y treonina (Lehinger y Cox 2005, p.

87).
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3.14 Rendimiento de la proteina de quinua

Tabla 2-3: Rendimiento de la proteina de quinua

Peso del grano

crudo de quinua Peso practico de la P.Q. Porcentaje de
(g)q obtenida (g) rendimiento P.Q.
254 14,38 5.,66

Realizado por: Angy Estrada, 2020

El porcentaje de P.Q. obtenido no es comparable con porcentajes de proteinas de quinua
reportados, pues el rendimiento obtenido en el presente trabajo se relaciona con el objetivo
puntual de obtener proteina desde el grano de quinua, los datos reportados en grano son valores

que hacen referencia a 100 g de grano de quinua.

También se reporta el rendimiento de la proteina de quinua bruta, valor que no lo consideramos

muy trascendente, al tener un grado de contaminacién con sapogeninas.

Tabla 3-3: Rendimiento de la proteina bruta de quinua

Peso del grano Porcentaje de

Peso practico de la P.B.Q.

crudo de obtenida (g) rendimiento
quinua (g) g P.B.Q.
254 21,50 8,46

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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3.2 Resultados de la hidrolisis enzimatica de la proteina de quinua con extracto

programado de bromelina

3.2.1 Resultados del proceso de la preparacion del extracto programado de bromelina de

la piiia (Ananas comosus)

El extracto programado de bromelina se prepar6 obteniendo el zumo total (sin adicionar agua)
de una mezcla de 15 g de pulpa y 15 g de corazén de pifia, utilizando centrifugacién repetida
para obtenerla recolectando los sobrenadantes limpios y unificados. EI volumen obtenido fue de

aproximadamente 20 ml.

Segun los reportes de (Gallardo et al. 2008, p. 1) la mayor actividad y concentracién enzimatica se
encuentra en la pulpa y corazédn de la pifia, para esta experimentacién se decidi6 usar pulpa y
corazon de una pifia fresca inmadura verde (Ananas comosus), se utilizd trituracion y
centrifugacion repetida, para la obtencion de un liquido casi traslicido considerando que no se
adiciona agua para concentrar mayor cantidad de la enzima bromelina y mantener la eficacia

sobre el sustrato. El extracto de bromelina fue conservado en refrigeracion.

3.2.2 Hidrolisis Enzimdtica de la proteina de quinua con extracto programado de

bromelina de piiia (Ananas commosus)

El proceso de hidrolisis enzimatica de la proteina de quinua se realiz6 haciendo una mezcla de
1,59 deP.Q. aislada'y 10ml de extracto programado de bromelina natural con agitacion manual,
hasta la obtencion de una solucién homogénea, que se incuba a una temperatura de 42°C, mezcla
que se empled para tomar muestras a distintos tiempos programados por el lapso de
aproximadamente 168 h, segin el método descrito (procedimiento 2.2). Hay reportes que
indican que la enzima bromelina actuaria sobre los enlaces Fe-Val y Fe-Leu, provocando la

generacion de péptidos (Wei y He 2003, p. 309; Benitez et al. 2008).
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3.2.3 Resultados del control del proceso de hidrélisis enzimatica de la proteina de quinua

El control de proceso de hidrolisis enzimatica se realizé de 2 maneras, haciendo un seguimiento

cromatogréafico y un seguimiento fotométrico.

1. Resultados del seguimiento cromatogréafico de la hidrdlisis enzimética de la P.Q.

El seguimiento cromatografico en (CF) de silica-gel, se realiz6 en 7 tratamientos: (Ti) que
combinan tiempos (t;) y temperatura constante 42°C (bo), tratamientos que han sido aplicados
para la cromatografia por duplicado, el esquema del seguimiento y el cromatograma de péptidos

generados se presentan a continuacion:

Tabla 4-3: Esquema para el seguimiento cromatogréafico de Hidrolisis Enzimatica

INDICADORES DE CONTROL
Cromatografia
Tratamiento Combinaciéon (CF) silica-gel
Cromatograma Cromatograma
1 2
1 bo £ (0 b) Aplicacién 2 Aplicacién 2
2 bo t1 24 h) Aplicacion 3 Aplicacion 3
3 bo t2 (48 h) Aplicacion 4 Aplicacién 4
4 by t3 (72 h) Aplicacion 5 Aplicacion 5
5 by t4 (120 h) Aplicacion 6 Aplicacién 6
6 bo t5 (144 h) Aplicacion 7 Aplicacién 7
7 bo t5 (168 h) Aplicacion 8 Aplicacién 8
X Extracto de bromelina Aplicacion 1 Aplicacion 1

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Fase movil: ButOH, Ac. Acético, agua (27.5: 13:10)
Soporte: cromatofolio de silica-gel
Revelador: Ninhidrinaal0.2%etanol

Aplicacion

Extracto programado de bromelina (E. Br)

ToHidrolisis enzimatica (0 h):  P.Q.+(E.Br)
TiHidrolisisenzimatica(24h): P.Q.+(E.Br)
T2 Hidrélisisenzimatica(48h): P.Q.+(E.Br)
TsHidrolisisenzimatica(72h): P.Q.+(E.Br)
T4 Hidrolisis enzimatica (120 h): P.Q.+ (E. Br)
Ts Hidrolisis enzimatica (144 h): P.Q.+ (E. Br)
TsHidrolisis enzimatica (168 h): P.Q.+ (E. Br)

Sl A o o

Figura 5-3: Cromatograma silica-gel de los péptidos generados (revelador: ninhidrina)

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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El cromatograma permite observar que la P.Q. se ha hidrolizado completamente en péptidos al

observarse, las aplicaciones 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8.

Las aplicaciones 4, 5, 6, 7, 8 muestran una similitud en nimero de manchas de 6 mientras que
la aplicacion 2 y 3 muestran 0 y 4 manchas respectivamente, esto permitio determinar que, la
proteina de la quinua se hidrolizé completamente y aproximadamente en 5 péptidos. Sobre las
aplicaciones 2 y 3 se puede decir que hay hidrdlisis parcial hasta el tiempo correspondiente 24

horas.

La cromatografia se corrio frente a una aplicacion de extracto de bromelina, con la finalidad de

definir si las manchas generadas corresponderian a la hidrdlisis o a la propiabromelina.

A pesar de varios intentos no fue posible realizar un seguimiento en tiempos mas cortos, pues
la hidrolisis ocurre muy rapidamente esto se observo en parte en la transicién de la aplicacion 3
y 4 correspondientes a los tiempos (24 h - 48 h). Lo importante es haber observado la aparicion
de péptidos resultantes de la hidrélisis enzimatica, la igualdad en niamero de péptidos (manchas)
desde la aplicacion 4 hasta la aplicacion 8, se explica en el hecho de que se ha cumplido la
especificidad hidrolitica que tiene la bromelina en relacion a los enlaces peptidicos (Fe-Leu) y
(Fe-Val).

Como posibilidad al requerir precision la tercera mancha desde la linea inicial de aplicacion de
las muestras podria ser bromelina en medio de los péptidos, visto que la mancha de la aplicacién

de la bromelina 1 parece estar en las manchas de las aplicaciones que van desde la 3 hasta la 8.

La cromatografia en (CF) de silica-gel ha sido revelada utilizando ninhidrina que es especifica
para aminoacidos, generando manchas de color rosiceas caracteristica de los péptidos, esto

obligo a validar su uso realizando una cromatografia en papel de celulosa.
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2. Validacion visual del cromatograma de silica-gel usando cromatografia de papel de

celulosa y ninhidrina como revelador

El nimero y ubicaciéon de manchas en el cromatograma revelado con ninhidrina en papel de
celulosa es completamente similar al cromatograma en silica-gel generado con el mismo
revelador, esto indica la validez del uso de ninhidrina como revelador en placas de silica-gel,
debiendo precisar que el color en papel es violeta y en silica son rosaceas a pesar de que, en
silica se observa manchas de tendencia violeta que corresponderian a péptidos més cortos que
simularian un poco imaginariamente llegar a hacer aminoacidos. Lo manifestado se observa a
continuacién en el cromatograma de papel de celulosa contrastado con el cromatograma en

silica-gel:
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PAPEL

GENERADOS POR

PEPTIDOS

Qe

Fase movil: ButOH, Ac. Acético, agua (60: 15:20)
Soporte: Papel de celulosa
Revelador: ninhidrina al 0.2% etanol
Aplicacion

(Al) Albumina de huevo

(Ebr) Extracto programado de bromelina

(PQ) Proteina de quinua

(HQ) Hidrolizado &cido de la P.Q. (16h)

(HE) Hidrolizado enzimatico de la P.Q. (7 dias)
(Asp) Estandar del &cido aspértico

(Tyr) Estandar de la tirosina.

(Gly) Estandar de la glicina.

(Tryp) Estandar del tript6fano.

CoNoOR~WNPE

Figura 6-3: Cromatograma en papel de celulosa usando ninhidrina como revelador

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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SILICA

Fase movil: ButOH, Ac. Acético, agua (27.5: 13:10)
Soporte: Silica
Revelador: ninhidrina al 0.2% etanol

Aplicacion

(Al)  Albdmina de huevo

(Ebr) Extracto programado de bromelina

(P.Q.) Proteina de quinua

(H.Q.) Hidrolizo &cida de proteina de quinua (16 h)

(H.E.) Hidrolizado enzimético de proteina de quinua (7 dias)
(Asp) Estandar del &cido aspértico

(Tyr) Estandar de la tirosina.

(Gly) Estandar de la glicina.

(Tryp) Estandar del triptéfano.

CoNooakrwNE

Figura 7-3: Cromatograma en silica-gel usando ninhidrina como revelador

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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En las cromatografias para validacion de la ninhidrina en silica y papel de celulosa se aplicaron
estratégicamente muestras de: 1 proteina pura (Alb de huevo), 2 proteina de quinua (solucién
alcalina), 3 extracto de bromelina, 4 hidrolizado acido de la proteina de quinua (16 h), 5
hidrolizado enzimético de la proteina de quinua (7 dias), 6, 7, 8 y 9 estdndares de aminoacidos.
Los cromatogramas obtenidos en silica-gel y en papel de celulosa tienen una similitud notoria
en todas las aplicaciones, lo que se busca, es demostrar la utilidad de la ninhidrina para poder

visualizar las proteinas puras, péptidos y aminoacidos.

3. Resultados del seguimiento fotométrico de la hidrélisis enzimatica de la P.Q.

Se disefid6 una metodologia fotométrica fundamentada ver ( Seguimiento fotométrico de la
hidrélisis enzimatica de la proteina de la quinua, pag. 58), para el seguimiento de la hidr6lisis
de la proteina de quinua segln los tratamientos (Tabla 2-2), que consistieron en elaborar una
mezcla de proteina de quinua y extracto programado de bromelina (Proceso de hidrolisis
enzimatica de la proteina de quinua con extracto programado de bromelina pag. ,53 ), donde
se midié la absorbancia del complejo coloreado generado por la mezcla y el reactivo de

ninhidrina a una longitud de onda de 570 nm.

Se realizaron 7 tratamientos (Ti) con 3 repeticiones, con combinaciones de tiempo (t) y

temperatura constante (bo), las absorbancias generadas se observan en la siguiente tabla:
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Tabla 5-3: Absorbancias obtenidas durante el seguimiento fotométrico de la

hidrolisis enzimatica

Realizado por: Angy Estrada,2020

A continuacidn, se presenta la grafica de los promedios del seguimiento fotométrico:

1.20

o

Absorbanc

oo oo or
(o] 0] o
o o o

0.40

Grafico 1-3: : Seguimiento fotométrico de la hidrolisis enzimética de la P.Q.

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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En el (Gréfico 1-3), se observa que la intensidad de absorbancia tiende a aumentar, a medida
que se expone la proteina de quinua a la accion de la bromelina en tiempos prolongados, hasta

el tiempo 4, a partir del cual es estable porque ya no se produce mas hidrdlisis.

El uso de ninhidrina est& destinado para aminoécidos, no para péptidos o proteinas, pues con
aminoéacidos se sabe da un color parpura (Azul de Ruhermann), (Figura 6-1). Se decidi6 probar
utilizar ninhidrina para péptidos basado en que, ella inicia la reaccion sobre el grupo amino,
posibilidad que se sustentd en pruebas cualitativas in vitro, pruebas que mostraron, que muestras
hidrolizadas dan un color més cercano al purpura a diferencia de una muestra no hidrolizada que

da azul-violaceo.

(b)

Donde (a), representa el patrén de albumina maés ninhidrina, (b) la proteina de quinua mas

ninhidrina, (c) Hidrolizado enzimético de la P.Q.
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En base a esta evidencia se ejecuto los tratamientos de la (Tabla 5-3), que permitieron determinar
gue, mientras mas hidrolizada se encuentre la proteina hay mayor formacién del complejo azul
de Ruhermann, en vista de que, a medida que pasa el tiempo de hidr6lisis van aumentando los
grupos amino de los péptidos que se van generando (observar la reaccion explicativa adaptada
de la ninhidrina con el péptido inicial y los péptidos generados durante la hidrolisis, Figura 8-
3) esta seria la causa para el aumento de la absorbancia observada a 570 nm. Un hecho adicional
que se debe mencionar es que, la absorbancia a tiempos avanzados (> 120h T), tiende a mostrar
cierto comportamiento de constancia que se puede considerar l6gico porgue se debe llegar a un
momento donde no hay enlaces peptidicos que puedan ser reconocidos e hidrolizados por accion

de la bromelina.
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J Bromelina
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l Bromelina
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Figura 8-3: Rx explicativa adaptada-ninhidrina con el péptido inicial y los péptidos

generados durante la hidrdlisis

Fuente: Elaboracion propia basado en la Rx de un aminodcido mas ninhidrina (Figura 6-1)

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Los péptidos poseen grupos aminos libres que reaccionan con la ninhidrina, para formar un
complejo “PEPTIDO NINHIDRINA” con posterior desprendiendo CO,.

El complejo “PEPTIDO-NINHIDRINA” se hidroliza formando, un compuesto denominado
hidridantina, acompafiado de un péptido con un grupo aldehido en el C_terminal y un carboxilo
en el otro C_ terminal, residuo peptidico que como tal, no es reactivo con ninhidrina hasta que
haya una nueva hidrolisis intermedia en la cadena peptidica, esta nueva hidrolisis es llevada a
cabo por la bromelina, generando un residuo peptidico (NH- terminal), que reacciona con la
ninhidrina y ademas de, otros segmentos que no son reactivos hasta nueva accion de la

bromelina.

Las hidridantinas que reaccionan con cada enlace peptidico afectado por la bromelina,
reaccionaran en cada momento con otra molécula de ninhidrina libre, escenario que provocaria
un mayor namero de moléculas de azul de Ruhermann, que visualmente haria esperar un
incremento en la tonalidad del color tipico azul de Ruhermann formando un complejo croméforo

denominado “Azul de Ruhermann” (Estrada, 2020).

Por tanto, la intensidad del color del complejo seria dependiente de los posibles grupos aminos
libres que se van generando en el transcurso de la hidrdlisis (péptidos), mientras mas cortas sean
las cadenas de péptidos, mas cercano serd al color caracteristico de un aminoacido mas
ninhidrina. Se debe asumir que la actividad de la bromelina tiene un tope relacionado con su
especificidad de hidrdlisis que visualmente se observaria con una tonalidad constante del color,
(Figura 9-3).
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1 P | 3 4 5 ] 7 8 9
Aplicacion:

. Agua

. Extracto de bromelina (E. Br) + ninhidrina

. Tp Hidrolisis enzimatica (0 h): P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
- T1 Hidrélisis enzimatica (24 h): P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
. Tz Hidrolizsis enzimatica (48 h): P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
- Ts Hidralisis enzimatica (72 h): P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
. Ts Hidrolizis enzimatica (120 h): P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
. Ts Hidralisis enzimatica (144 h): P.Q + (E. Br) + ninhidrina
. Ts Hidrolisiz enzimatica (168 h): P.Q + (E. Br) + ninhidrina

OO0 ] O LA L) b e

Figura 9-3: Validacion fotométrica progresiva de la Hidrolisis Enzimatica de la P.Q.

Realizado por: Angy Estrada, 2020

33 Elaboracion de una bebida de quinua

3.3.1 Extracto enzimadtico natural de bromelina de la piiia (para bebida)

El extracto enzimatico de bromelina obtenido segun el procedimiento (Preparacion de un
extracto enzimatico natural de bromelina de pifia (para bebida), fue de un volumen de 300ml
generados sin adicionar agua de una mezcla de 500 g de pulpa y 500 g de corazon de pifia,
habiendo utilizado trituracion y centrifugacion repetida en tubos para obtener los sobrenadantes
trasldcidos, recolectados y unificados. El extracto enzimatico de bromelina mostré pH neutro,

color amarillento, olor y sabor agradable caracteristico a la pifia.

El extracto enzimatico obtenido, asegura mantener actividad enzimatica de la bromelina al no
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utilizar calor y disminuir cualquier posibilidad de dilucion.

3.3.2  Resultados de la elaboracion experimental de la bebida de quinua

Se realiz6 un seguimiento fotométrico de una hidroélisis enzimatica promovida con 15 g de
harina de quinua y 300 ml de extracto enziméatico de bromelina, durante 24 h a temperatura
ambiente 20°C, la medicion fotométrica se realiz6é a una longitud de onda de 570 nm a tiempo
inicial (t=0 h) y tiempo final (t; =24 h). Los resultados del seguimiento fotométrico se observan

a continuacion.

Tabla 6-3: Seguimiento fotométrico de la hidroélisis (bebida)

Medicion de absorbancia (570 nm)
Tratamiento | Combinacion . | Desviacién
R1 R2 R3 [ Promedio estandar (4)
1 20°C tp (0 h) 0,122 0,124 0,122 0,124 0,0009
2 20°C ty (24 h) 0,328 0,331 0,329 0,260 0,0012

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Gréfico 2-3: Seguimiento fotométrico de la hidrdlisis en la bebida (t0=0 h y t1=24 h)

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Aplicacion:

1. Agua

2. Extracto de bromelina + ninhidrina

3. To Hidrdlisis enzimética (0 h):  P.Q.+ (E. Br) + ninhidrina
4. T, Hidrolisis enzimética (24 h): P.Q.+ (E. Br) +ninhidrina

Figura 10-3: Coloracion en la hidrdélisis observada con ninhidrina a tiempo (0 h-24 h)

Realizado por: Angy Estrada, 2020

Segun el procedimiento descrito (Elaboracion experimental de una bebida de quinua tratada
con extracto natural de bromelina), se pudo determinar que, existe un rango significativo de
diferencia entre las mediciones de absorbancia a las 0 h a 24 h de hidro6lisis por lo que se podria
decir que, en ese lapso de tiempo existen sitios donde la bromelina act(ia sobre la proteina de la
harina de quinua destruyendo los enlaces peptidicos existentes entre (Fe-Val) y (Fe-Leu), pues
la coloracion purpura a las 24 h es muy intensa debido al incremento de grupos amino durante

la hidrdlisis y la generacion de péptidos.

A la porcidn restante de bebida sometida a la hidr6lisis enzimatica durante las 24 h se le someti6
a un proceso culinario para obtener una bebida alimenticia de consumo. A la que, se la someti6
a una coccion por ebullicion 5-10 min condimentando con canela, anis estrellado y azlcar para
conseguir un sabor aceptable. La operacion de ebullicion es importante para conseguir

salubridad.

La bebida obtenida fue sometida a una prueba de degustacion donde se evalu6 aspectos como

color, olor, sabor y consistencia, con la colaboracién de 20 estudiantes de la Carrera de Quimica

de la Facultad de Ciencias del periodo 2019-2020. Para las pruebas de degustacién se usé
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encuestas bajo la escala heddnica de 9 puntos. Donde 1 representa me disgusta muchisimo y 9
a me gusta muchisimo. Los resultados obtenidos sobre las caracteristicas consideradas en la

encuesta presente en la metodologia son los siguientes:

Tabla 7-3: Término que aplica la bebida en la encuesta

CARACTERISTICA N°DE ENCUESTADOS

Dulce 8
Acido 0
Amargo 0
Afrutado 12
Fermentado 0
TOTAL 20

Realizado por: Angy Estrada, 2020

A continuacidn, se muestra la grafica que corresponde a la (Tabla 7-3)

m Dulce

m Acido
Amargo

m Afrutad

.O

Grafico 3-3: Resultados de las caracteristicas evaluadas en la degustacion

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Con relacion a las caracteristicas evaluadas los degustadores consideran a la bebida dulce y

afrutada.

En relacidn a la aceptabilidad de la bebida, el 75 % de los encuestados consideran que la bebida
de quinua tiene un sabor agradable, el 50 % opinan que la consistencia es moderada por tanto ni
les gusta, ni les disgusta, relacion al aroma de la bebida, presenta un 50 % aceptabilidad
posiblemente debido a la adicion de canela en polvo mientras que, el color exhibe un 45 %

aceptabilidad entre los degustadores.

Tabla 8-3: Resultados del analisis organoléptico de la bebida de quinua

VALORACION DE LAS CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

—— Me dis}gf]sta Me disgusta Me disgusta I‘i{e disgusta| Ni mfa gusta, .Me gusta Me gusta Me gusta Me g'u.sta

muchisime mucho bastante | ligeramente ni me ligeramente | hastante mucho muchisimo

disgusta
Niimero de encuestados /Porcentaje

Sahor 0 0% 0 0% |0 0% 0 0%]1 5%[0 0% 2 10% | 15 %2 10%
Aroma 0 0%(0 0% [0 0% 0 0% 4 0% 2 10%( 4 20% |10 0% 0 0%
Consistencia |0 0%(0 0% [0 0%] 0 0%]| 10 50%( 3 15%]( 5 5% 2 10%] 0 0%
Color 0 0%(0 0% [0 0%]0 0%]| 3 15%] 0 0% 5 % 9 %3 15%

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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Gréfico 4-3: Aceptabilidad de las caracteristicas organolépticas de la bebida
de quinua

Realizado por: Angy Estrada, 2020
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3.33 Propuesta para la elaboracion de una bebida casera de quinua

Lavar la pifia (Ananas comosus)
v

Retirar la corteza

v

Separar la pulpa y el corazon de la
pifia en pedazos

!

Pesar 500 g de pulpa y 500 g de
corazoln de pifia

v

Licuar sin adicion de agua

:

Recoger el zumo total de la
trituracion

¢

Cernir el zumo y recoger extracto
enzimatico natural

v

Colocar 300 ml de extracto enzim.
natural de bromelina en frasco de
vidrio

Anadir 15 g de harina y agitar 5min
NOTA: No calentar

Tapar con papel aluminio

v

Reservar en lugar fresco y seco por
24 h de hidrolisis

:

Pasadas 24 h

v

Hervir el hidrolizado
5-10 min en ebullicion

!

Afiadir azUcar y canela al gusto

4

Cernir y servir bebida

Realizado por: Angy Estrada,2020
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La propuesta recoge datos generados en el proceso de elaboracién experimental de la bebida
obtenida por tratamiento con bromelina: pulpa y corazon relacion (1:1), extracto de bromelina

sin adicion de agua, tiempo de reposo para hidrolisis 24 h, temperatura ambiente 20°C.

Cumplido el tiempo de hidrdlisis y el proceso completo descrito en el diagrama, la bebida debe

ser considerada para consumo del momento.
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CONCLUSIONES

La proteina bruta de quinua precipita a temperatura ambiente con una solucién de &cido
clorhidrico concentrado-agua en proporcién (1:3), (pH 5.5) desde un extracto acuoso de

grano de gquinua desamargado.

Las condiciones de precipitacion de proteina bruta afectan hidroliticamente a las saponinas
extraidas conjuntamente con la proteina por afinidad de solubilidad generando las
sapogeninas correspondientes, particularidad que exige realizar un lavado hexanico de la
proteina bruta precipitada para separarlas y obtener proteina de quinua (rendimiento de

proteina de quinua segln la metodologia de aislamiento utilizada es de 5,66 %).

Las condiciones para el proceso de hidrélisis enzimética de 1,5 g de la proteina de quinua
son: 20 ml de extracto programado de bromelina a 42°C, a las 24 h existe una hidrdlisis
considerable con la aparicién de 5 péptidos, los mismos que a tiempos superiores a las 120
h de hidrélisis se mantienen constantes, indicativo de ausencia de enlaces peptidicos

reconocibles por la bromelina.

La bebida de quinua se obtiene a partir de 15 g de harina de quinua con 300 ml de extracto
enzimatico natural de bromelina obtenido segin metodologia detallada experimentalmente,
mostrando una buena aceptacion organoléptica, que la definié como afrutada, dulce y de
consistencia aceptable, bebida que también sirvié para el control proteolitico y propuesta

casera de elaboracion.
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RECOMENDACIONES

e En el caso de reproduccion de este trabajo se recomienda el cumplimiento con cada una de
las especificaciones denotadas en la metodologia para lograr con éxito lo que se proponga

replicar.

e Elaislamiento de la proteina del grano de quinua se recomienda que sea continuo para evitar

la descomposicion y/o contaminacion.

e Seria necesario considerar utilizar bromelina comercial para establecer condiciones de
hidrdlisis proteica, en vista de que en el presente trabajo se utiliz un extracto programado de

bromelina a partir de la pifia (Ananas comosus).

e Labebida con extracto enzimatico natural de bromelina puede ser combinada con otras frutas
para conseguir mejores caracteristicas organolépticas y pueda ser conservada por un tiempo

prudencial para su comercializacion

e Se deberia fortalecer el estudio sobre la validacion en el uso de ninhidrina para

caracterizacion de péptidos en procesos proteoliticos.
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GLOSARIO

Proteina: Es una macromolécula originada por la unién de pequefias monémeros denominados

aminodacidos unidos por un enlace peptidico.

Hidrolisis enzimatica: Por accion especifica de enzimas se produce ruptura de enlaces

peptidicos generando péptidos.

Enzima: Moléculas orgénicas de origen proteico provenientes de plantas o animales, el cual

actla sobre un sustrato especifico.
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ANEXOS

Anexo A: Desamargado de la proteina presente en la quinua

Peso del grano de quinua Desamargado de la quinua 8 h

Anexo B: Obtencion del E.A.Q

Licuar_e'YI grano de quinua Filtrar el bagazo

I (‘I?

Leche de quinua Extracto acuoso de quinua




Anexo C : Obtencién de la proteina de quinua

Acificacion del E.A.Q Colocacidn de la solucién en tubos

Pulverizacion de la P.B.Q. Secado de laP.B.Q




Anexo D: Aislamiento de sapogeninas de la P.B.Q

Pesado de la P.B.Q Adicion de hexano a P.B.Q

Agitar la solucion hexanica Evaporacion de hexano




Anexo E: Caracterizacion del extracto hexanico de la P.B.Q con reactivo de

Liebermann Burchard

Visualizacion del viraje de color en la prueba de Lieberman-Burchard

Amarillo Rojo — anaranjado




Anexo F: Pruebas de caracterizacion de la proteina de quinua

Reaccion con biuret (+) Reaccion de millon (+)

Reaccion xantoproteica (-) Reaccién con Hopkins-cole

(+)




Anexo G: Hidrdlisis enzimatica de la proteina de quinua
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Anexo H: Cromatograma de silica-gel de la hidrolisis enzimética (0 h-24 h)

Fase movil: ButOH, Ac. Acético, agua (27.5: 13 10)
Soporte: Silica

Revelador: Ninhidrina al 0.2% etanol

Aplicacion

1.- To Hidrolizado enzimético: P.Q. + E.Br (0 h)
2.- T1 Hidrolizado enzimético: P.Q. + E.Br (1 h)
3.- T2 Hidrolizado enzimatico: P.Q. + E.Br (2 h)
4.- T3 Hidrolizado enzimatico: P.Q. + E.Br (3 h)
5.- T4 Hidrolizado enzimético: P.Q. + E.Br (6 h)
6.- Ts Hidrolizado enzimético: P.Q. + E.Br (9 h)
7.- Ts Hidrolizado enzimético: P.Q. + E.Br (24 h)



Anexo |: Seguimiento cromatogréfico y fotométrico de la H.E.
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Anexo J: Preparacion de la bebida experimental de quinua con extracto enzimatico




Anexo K: Degustacion de la bebida de quinua




Anexo L: Modelo de la encuesta organoléptica

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE

FACULTAD DE C/8

CHIMBORAZO FACULTAD DE
CIENCIAS

ENCUESTA ORGANOLEPTICA DE UNA BEBIDA CASERA DE QUINUA
TRATADA CON EXTRACTO ENZIMATICO DE
BROMELINA

La presente encuesta esta dirigido a los estudiantes de la carrera de Quimica de
la facultad de ciencias de .... semestre del periodo septiembre 2019-febrero del
2020 en el que se busca determinar las caracteristicas organolépticas de unabebida
caserade quinuatratada con extracto enzimatico de bromelinasustentadaen el trabajo de
titulacion “OBTENCION DE PROTEINAS Y SU HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA
QUINUA AMARGA (Chenopodium quinoa)”

Sexo: Ml:' F D

1. ¢Qué palabradescribe el producto que acaba de degustar?

Dulce [ | Acid [ ] Amarg [ | Fermentad | | Afrutadol |
0 0 0

2. Califiguealabebidadeacuerdoalaescalaheddnicaescojalospuntajesy
coléquelosen el recuadro

CARACTERISTIC | PUNTAJE Bunsjo Calificacién
A 9 Me gusta muchisimo
Aroma 8 Me gusta mucho
Color 7 Me gusta bastante
6 Me gusta ligeramente
Sabor X ; B
. . 5 Ni me gusta, ni me disgusta
Consistencia- 4 Me disgusta ligeramente
textura 3 Me disgusta bastante
2 Me disgusta mucho
1 Me disgusta muchisimo
Firm
a



Anexo M: Ejemplar 1 de encuesta organoléptica de la bebida experimental

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ENCUESTA ORGANOLEPTICA DE UNA BEBIDA CASERA DE QUINUA TRATADA CON
EXTRACTO ENZIMATICO DE BROMELINA

La presente encuesta esta dirigido a los estudiantes de la carrera de Quimica de la facultad
de Ciencias de séptimo semestre del periodo septiembre 2019-febrero del 2020 en el que
se busca determinar las caracteristicas organolépticas de una bebida casera de quinua
tratada con extracto enzimatico de bromelina sustentada en el trabajo de titulacion
“OBTENCION DE PROTEINAS Y SU HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA QUINUA AMARGA
(Chenopodium quinoa)”

Sexo:M £ ]
1. ¢Qué termino aplica al producto que acaba de degustar?
Dulce [ Acido | Amargo || Fermentado Afrutade X

2. Califique a la bebida de acuerdo a la escala hedénica, escoja los puntajes y

M2 disgusty mincho
Me disgusea mmchi qine

coloquelos en el recuadro
Puniaje Cahificocion
CARACTERISTICA | PUNTAJE : ::‘ e “"‘:N”"
& Susta mocho
Aroma - _5_ ! 1 Me gusta bastante
Color & 3 Me gusta hgemumente
| Sabor )( s Ni e gusts, o e dyspusn
Consistencia- A ‘ 3 Me disgusea bigeramente
' textura | 3 Me disgusta basrante
!

Firma ¢ AA23 A AsSs



Anexo N: Ejemplar 2 encuesta organoléptica de la bebida experimental

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS

N
ENCUESTA ORGANOLEPTICA DE UNA BEBIDA CASERA DE QUINUA TRATADA CO
EXTRACTO ENZIMATICO DE BROMELINA

La presente encuesta esta dirigido a los estudiantes de la carrera de Quimica de la facultad
de Ciencias de séptimo semestre del periodo septiembre 2019-febrero del 2020 en el que
se busca determinar las caracteristicas organolépticas de una bebida casera de quirfl-'la
tratada con extracto enzimatico de bromelina sustentada en el trabajo de titulacion
“OBTENCION DE PROTEINAS Y SU HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA QUINUA AMARGA
(Chenopodium quinoa)”

Sexo:M | | Fl ]
1. ¢Qué termino aplica al producto que acaba de degustar?
Dulce Acido _| Amargo || Fermentado Afrutado

2. Califique a la bebida de acuerdo a la escala hedénica, escoja los puntajes y
coléquelos en el recuadro

Pusitaje Calhficacion
CARACTERISTICA | PUNTAJE 9 Me gusta nwchisimo
Fauear ~ ' 8 8 Me pusta mucho
= 5 — 7 Me gusta bastant=
olor j 6 Me pusta ligaramente
‘Sabor ! == 3 Nime gusta. ni ins disgusia
Consistencia- 4 Me disgusta ligeramente
textura | % Me disgusta bastante
|

Me disgusta mucho
Me dispusta muchisme

[ [ v
Purnsts bl i

Firma C.|.
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