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RESUMEN

En el afo 2013, la cantidad aproximada de polvillo de arroz fue 155000 TM.
La superficie cosechada de arroz a nivel nacional corresponde el 57% al ciclo
de invierno y el 43% al ciclo de verano siendo las provincias del Guayas, Los
Rios y Manabi, el 95% de la produccion nacional. Asi mismo, el porcentaje
de polvillo de arroz (PA) generado esta entre el 10-12%. El PA esta formado
por. embridbn o germen, capa aleurona, testa y pericarpio constituidos por
componentes potencialmente nutritivos. Contiene proteinas de buena calidad
biolégica con una composicion en aminoacidos esenciales bien equilibrada y
un alto contenido de carbohidratos complejos siendo el principal componente

la celulosa, principal fuente de fibra rica alimentaria.

El objetivo de este estudio fue la extraccién de proteinas del polvillo de arroz
usando enzimas lipasas de la familia estereasas. Se trabajé con PA de la
zona de Yaguachi, el cual se caracterizd fisico-quimicamente. Para la
hidrdlisis enzimatica se manejaron las siguientes condiciones: Relacion de
PA: buffer citrato (1:5); enzima 1% (p/p); pH 6 y; temperaturas 40°C. La
reaccion de hidrdlisis fue seguida midiendo D02y (Absorbancia) durante 120
minutos y a los sobrenadantes obtenidos se le determind nitrdgeno soluble.
La maxima hidrdlisis se alcanzé a los 30 minutos con un valor de DOxgp (abs)

0.159 y 7,01 £0,5 % de nitrégeno soluble.



Finalmente, se obtuvo un concentrado proteinico con: proteina total 54.41%;
humedad 3.07%; cenizas 8.08%; grasa 8.06%; fibra cruda 0.07%; actividad de
agua 0.39; pH 4.50 y una perfil peptidico con pesos moleculares entre 2-50

KDa.
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INTRODUCCION

El Polvillo de arroz (PA) es un subproducto obtenido de una fuente primaria
basica para la alimentacion de los ecuatorianos, pues ocupa la tercera parte
de la superficie de productos transitorios cultivados. Contiene entre el 12-
15% de proteinas de tipo hipo alergénica, muy util como ingrediente para la
formulacion de alimentos para regimenes especiales. Por lo tanto, este
sustrato resulta atractivo desde el punto de visto industrial para la obtencion
de concentrados proteinicos, ya que se encuentra de forma abundante y a

precio accesible.

El objetivo de este estudio fue la extraccion de proteinas del polvillo de arroz
usando enzimas lipasas de la familia estereasas. La investigacion se

estructurd de la siguiente forma:

En el capitulo 1 se describe la problematica entorno al polvillo de arroz y las
posibles opciones para la industrializacion del mismo. Se establecen los
objetivos generales y especificos, asi como la metodologia para la

investigacion.

En el capitulo 2 se realiza una explicacién de los fundamentos tedricos que
soportan la investigacion. Se describen aspectos relacionados con procesos

tecnolégicos y la composicién del polvillo de arroz.



En el capitulo 3 se hace una descripcion detallada de los materiales y

meétodos que se empled en el desarrollo de la investigacion.

En el capitulo 4 se expone los resultados obtenidos durante Ila
experimentacion; a su vez se realiza un analisis de las variables observadas.
También se proporciona una caracterizacion del producto obtenido

(concentrado proteinico liofilizado).

En el capitulo 5 se expone las conclusiones y recomendaciones del presente

trabajo.



CAPITULO 1

1. GENERALIDADES

1.1. Antecedentes

La produccion de enzimas para uso industrial tuvo sus origenes en
Dinamarca y Japén a finales del siglo XIX cuando se obtuvo las
primeras preparaciones de renina a partir del estbmago de terneros y
de amilasa de origen fungico (Carrera, J., 2003). Actualmente existen
variedad de enzimas comerciales de grado alimenticio para la
obtencién de concentrados u extractos proteinicos. Gracias a la
biotecnologia, se ha desarrollado nuevas enzimas con propiedades
mejoradas para estudios establecidos y el desarrollo de las mismas

para futuras aplicaciones.

Basicamente, las proteinas son macromoléculas organicas
constituidas por Carbono (C), Oxigeno (O), Hidrégeno (H) y Nitrégeno

(N); ademas contiene elementos muy importante para el ser humano



como azufre (S) y fosforo (P) y en menor proporcion, hierro (Fe),
cobre (Cu), Magnesio (Mg), Yodo (Y). De acuerdo a la fuente, las
proteinas se pueden dividir en: proteinas de origen animal
encontradas en la carne, pescados y mariscos, huevos, leche;
proteinas del origen vegetal encontradas en cereales, leguminosas,
frutas y hortalizas; y proteinas no convencionales entre ellos

desechos agroindustriales.

Los desechos agroindustriales son producidos por la transformacion
de los productos agricolas. Estos desechos son organicos; como las
cascaras de granos, que en ciertos casos contienen un alto contenido

de nutrientes de buena calidad para el ser humano.

Los cereales o granos estan recubiertos por una cascara que les
ayuda contra el ataque de insectos y otros agentes patdogenos. Para
obtener un grano comestible, se despoja del recubrimiento siendo
estos los que contienen un alto contenido de elementos equilibrados
para el consumidor. Los cereales son gramineas considerados uno
de los mas importantes en la dieta humana por sus altas cualidades
nutricionales ya que contienen hidratos de carbono, proteinas de alto
valor biolégico, fibra, sales minerales y vitaminas; nutrientes

indispensables para el ser humano.



La calidad proteinica ha sido la razén principal para su obtencion y
éste hecho convierte a las proteinas del PA en un sustrato muy
atractivo desde el punto de vista nutricional capaz de complementar

proteinas de otras fuentes.

Hoy en dia, la extraccion de proteinas consiste en la obtencion de
concentrados o aislados proteinicos. Para la produccion con fines
nutricionales, se prefiere el método enzimatico. La hidrdlisis
enzimatica, realizada en condiciones moderadas de pH: 5-9 y
temperatura: 40-60°C, garantiza una mayor pureza de péptidos o
aminoacidos (Clemente, 1997). Los parametros mas criticos en la
hidrdlisis son: temperatura, tiempo de hidrdlisis, pH y como parametro
de control, el grado de hidrdlisis (GH). GH es el parametro mas usado
para el control del proceso hidrolitico. El proceso de hidrdlisis termina
con la inactivacion enzimatica, la cual puede ser modificando el pH o

temperatura (Hall y Braun, 1994).

Los analisis fisicos quimicos evaluan las caracteristicas de los
alimentos y sus constituyentes, la cual es critica para el
entendimiento de los elementos que determinan las propiedades de
los alimentos con el fin de producir alimentos que sean

consistentemente seguros, nutritivos y deseables para el consumidor.



1.2. Planteamiento del Problema

El polvillo de arroz es un coproducto del pilado del arroz cuya
composiciéon bromatoldgica ha sido ampliamente estudiado en otros
paises. El PA posee una actividad biolégica y nutricional significativa.
Sin embargo, aun no se ha implementado su uso para consumo
humano debido a la falta de tecnificacidon viable y sostenible del

cultivo en toda la cadena productiva.

Por otro lado, la emanacion de particulas del PA ocasiona una
contaminacién al medio ambiente ya que afecta a las vias
respiratorias y oculares, especialmente en las zonas aledanas a los

centros de pilado.

Hoy en dia, el PA es destinado para consumo animal en aves,
cerdos, ganado vacuno y no para consumo humano debido a no

presentar valor agregado.

Segun FAO - OCDE 2013, las pérdidas en la produccion, la
volatilidad de precios, las dificultades en el comercio y las presiones
de normativas ambientales ocasionarian una amenaza para el
abasto de los alimentos en la siguiente década. Por lo tanto, es muy

prioritario para el pais la busqueda de nuevas fuentes de proteinas a



partir de materia prima o coproductos locales. Estas nuevas fuentes
permitiria el desarrollo de alimentos nutritivos que mejoren la calidad

de vida de la poblacién con enfoque social.

El polvillo de arroz constituye una fuente interesante de proteinas
subutilizada, en los dos dultimos afos se ha producido
aproximadamente 175.000 TM /anuales y que podrian ser

aprovechada con fines industriales para la alimentacién humana.

1.2.1. Justificacion

En Ecuador, la regién donde se localiza la mayor superficie
sembrada de arroz es en la Costa y las provincias que aportan con
el 94% de la produccion total son Guayas y los Rios. La provincia del
Guayas representa un mas del 60% de la produccion del arroz
seguido de la provincia de Los Rios con una produccién entre el 40-
60% vy las otras provincias menos del 20% excepto Carchi,
Imbabura, Santo Domingo, Tungurahua, Chimborazo y Azuay que
no producen arroz (Ramirez, C., 2014). El cultivo de arroz es uno
de los mas extensos y de gran importancia a nivel socio-econdmico
y cultural de los pequefios y medianos productores que se dedican a
esta actividad asi también, constituye la base de la alimentacién de

los ecuatorianos. Sin embargo, no existe una tecnificacion e



industrializacidon integral del arroz que provea de insumos a nivel

industrial como: almidones, aceites, extractos proteicos.

En la actualidad, frente al cambio de la matriz productiva, es
prioritario promover los encadenamientos productivos con valor
agregado que privilegien a los factores de la economia popular y
solidaria generando industrias basicas y conexas a partir del polvillo
de arroz.

Por tal razén, es necesario obtener un ingrediente alimentario rico en
compuestos nitrogenados (extracto proteinico) con el fin de
desarrollar alimentos nutritivos que mejoren la calidad de vida de la

poblacion.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Separar los componentes no proteinicos del PA por método
enzimatico mediante el uso de enzimas Lipasas para la obtencién de

concentrados proteinicos.

1.3.2. Objetivo especifico.

Analizar propiedades fisico-quimicas del polvillo de arroz, obtenido

de haciendas del cantén Yaguachi, provincia del Guayas.



1.4.

Establecer la cinética de hidrdlisis enzimatica mediante |la medida de
la absorbancia de sus productos a longitud de onda de 280 nm y su

contenido de nitrégeno soluble.

Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del concentrado proteinico

liofilizado.

Metodologia del proyecto

Para el presente proyecto, el método desarrollado fue explorativo y
experimental. El propdsito fue establecer el tiempo maximo de
hidrolisis de una enzima sobre un sustrato con alto contenido de
lipidos para la obtencion de proteinas, medido a 280 nm. Se
determiné el grado de hidrdlisis al contenido de nitrégeno tanto en la
muestra inicial como en los productos de Ila reaccion.
Posteriormente, se realizd una caracterizacion de concentrado
proteinico del PA. Ademas pH, acidez, actividad de agua y
electroforesis. Finalmente, conclusiones dirigidas a proporcionar los
hallazgos encontrados y recomendaciones o0 sugerencias

observadas de la investigacion.



CAPITULO 2

2. MARCO TEORICO

2.1. Fuentes no Convencionales de Proteinas.

Las fuentes no convencionales de proteinas son: hongos, algas,
bacterias, levaduras, desechos agroalimentarios y residuos
industriales. Existen estudios que evidencian el uso de dichas
fuentes para  obtencidbn de extractos proteinicos como una
alternativa importante para suplementar productos de consumo

humano.

En Ecuador, la biodiversidad por metro cuadrado es muy amplia.
Dentro del sector agricola, los principales cultivos de cereales y
leguminosas son: arroz, maiz, cebada, quinua, soya, trigo y frejol.

(Paredes, E., 2009).
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En Tabla 1 se resume el valor nutricional proteico obtenido de la
Base de Datos Internacional de Composicion de Alimentos en

Ecuador.

TABLA 1
CONTENIDO DE PROTEINAS EN LOS PRINCIPALES CULTIVOS

DE CEREALES Y LEGUMINOSAS EN EL ECUADOR

g
proteinas
Principales /
cultivos 100 g
Soya 27,9
Frejol* 15,7
Trigo 116
Quinua 14,2
Cebada 10
Arroz* 8,1
Maiz* 56

*Promedio de proteinas

por sus variedades.
Elaborado por: Andrea Cruz, 2014

El arroz es un cultivo de gran importancia y de alto consumo en el
pais; es la principal plantacion por hectarea. El cultivo del arroz es el
mas extenso del Ecuador con un 17% del area agricola del pais de
cultivos permanentes y transitorios; ademas constituye el mas
importante de los cultivos transitorios, cerca del 40%, seguido del
maiz duro con cultivos permanentes y cerca del 30% con cultivos

transitorios. (Castillo, M., sf.). Quinua tiene 2000 ha de area cultivada
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(Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuicultura y Pesca, 2013),
trigo 23000 ha (Agencia Publica de Noticias de Ecuador y
Suramérica Andes, 2013), soya tiene 43000 ha (Gémez, J., 2013),
cebada tiene 800 ha (Diario La Hora Nacional, 2013) y fréjol tiene
121591 ha (Ochoa, E., 2013).

La Tabla 2 muestra la estadistica de los dos principales cultivos de

cereales en el Ecuador.

TABLA 2

COSECHA, PRODUCCION Y RENDIMIENTO, 2011-2012

2011 2012
Produccion Produccion
en cascara en cascara
Cosecha |seco y limpio| Rendimiento | Cosecha [seco y limpio| Rendimiento
Ha ™ TM/Ha Ha ™ TM/Ha
Arroz | 329.957,0| 14779410 4513711700 | 1.565.535,0 42
Maiz Duro
Seco | 2629130 830.150,0 32 330.057,9| 1.215.192,6 3,7

Fuente: INEC-ESPAC

2.2. Polvillo de Arroz en Ecuador

El arroz en cascara o arroz paddy entra a un proceso llamado
“pilado” donde se obtiene arroz blanco originando uno de los
subproductos constituidos por componentes potencialmente
nutritivos, el polvillo de arroz (PA). El PA esta formado por: germen,

capa aleurona, testa y pericarpio. EI PA con respecto al peso del
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grano representa aproximadamente el 1 - 2% del germen y el 9 -10%

entre capa aleurona, testa y pericarpio.

2.2.1. Composiciéon Nutricional del Polvillo de Arroz

La Tabla 3 indica la variabilidad en la composicion proximal
promedio relacionada con la variedad y grado de tecnificacion del
pilado del polvillo de arroz ecuatoriano proveniente de semilla

registrada, variedades INIAP 14, 15y 17.

TABLA 3

CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL POLVILLO DE
ARROZ ECUATORIANO

INIAP 14 INIAP 15 INIAP 17
Pulido 1 Pulido 2 Pulido 1 Pulido 2 Pulido 1 Pulido 2
Grasa * 18,56% 16,38% 18,44% 17,15% 18,39% 14,76%
Proteina * 12,78% 12,14% 13,35% 13,23% 12,63% 11,29%
Humedad *[  10,94% 10,84% 11,20% 10,91% 10,62% 10,95%
Cenizas * 11,05% 9,83% 10,09% 9,48% 9,37% 8,91%
Fibra
digerible
neutra** [19,99+0,17%13,06 + 0,48%]20,651 0,39% | 14,12+ 0,70%) 18,92 + 0,61%] 11,87 £ 0,28%
Fibra
digerible
acida™ [ 876+0,07% | 560+0,06% | 9,14+0,17% | 6,20+ 0,27% | 8,42+ 0,02% | 5,56 + 0,07%
Fuente: * Vidal y Silva, 2012 y Suquilanda y Naranjo, 2013
** Suquilanda y Naranjo, 2013
Elaborado por: Andrea Cruz, 2014
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Lipidos

La mayoria de los lipidos pertenecen a la categoria de lipidos no
amilaceos. Estos se localizan principalmente en las capas de
aleurona y germen, e incluyen lipidos neutros con una pequeia
cantidad de glucolipidos y fosfolipidos (Rosell, C., 2007).
Dependiendo de la variedad de cultivo de arroz, el polvillo de arroz
contiene alrededor de 15 — 20% de lipidos (Vargas Edgar, Aguirre
Marisol, 2011) e incluso contenidos entre 17 - 22% (Franco, Daniel,
2012) en los cuales hay un alto porcentaje de lipidos
insaponificables, constituido por 43% de 4&cidos grasos
poliinsaturados, 37% de monoinsaturados y 20% de saturados (E.
Pacheco Delahaye, et al., 2009). Los principales acidos grasos
contenidos en el PA son: acido graso esencial poliinsaturado
linoleico, acido graso monoinsaturado oleico y acido graso saturado

palmitico.

Proteina

Las proteinas de almacenamiento se encuentran en la capa de
aleurona, capa externa del pericarpio y germen como cuerpos
proteinicos ricos en albuminas: solubles en agua, glutelinas:

solubles en soluciones alcalina y acidas ricas en lisina y globulinas:
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solubles en soluciones salinas diluidas y neutra (Pinciroli, M., 2010).
Ademas refleja una buena relacién de eficiencia proteica, el cual es
un método que permite evaluar la calidad de la proteina (PER) que
oscila entre 2,03 y 2,18 con respecto a PER referencia de 2.5
(caseina), ademas los contenidos de lisina disponibles que oscilan

entre 5,4y 5,8 g/100 g proteina (E. Pacheco Delahaye, 2006).

Los cuerpos proteinicos son generalmente esféricos, de 2 a 5 uym de
diametro, contienen inclusiones globoides (lugar de deposicion de
fitinas, sales de potasio, magnesio y acido fitico) y ocasionalmente

cristaloides proteinaceos (cristal de proteinas).

Las albuminas son proteinas globulares compactas con abundante
residuos de cisteina, tienen la propiedad de inhibidor de tripsina
(moléculas proteicas y que la mayoria de ellos son proteinas
solubles de bajo peso molecular (Munoz, F., 2011) o inhibidor de a-
amilasa. Las globulinas son subcategorizadas de acuerdo a su

coeficiente de sedimentacion:

Vicilinas 7 S: tienen entre 150 y 200 KDa, pierden residuos de

cisteina y no forman puentes disulfuro. Se encuentran en el germen
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y en la capa de aleurona y son menos abundantes que las
leguminas 11 S.

Leguminas 11 S: tienen entre 350 y 400 KDa; tienen subunidades
de 60 KDa las que a su vez tienen subunidades de 40 y 20 KDa.

Forman puentes disulfuro. (J.R.Soberén, s.f.).

La fraccion globulina es rica en aminoacidos azufrados cisteina y

metionina (Pinciroli, M., 2010).

La FAO ha senalado que una proteina es biolégicamente completa
cuando contiene todos los aminoacidos esenciales en una cantidad
igual o superior a la establecida para cada aminoacido en una
proteina de referencia o patron. En la Tabla 4 se detalla el patron de
aminoacidos recomendado para evaluar la calidad biolégica de las
proteinas para todas las edades con respecto al contenido de

aminoacidos en el PA.



PATRONES DE REQUERIMIENTO DE

AMINOACIDOS POR EDAD VS. AMINOACIDOS EN PA

TABLA 4

Patron de requerimiento de aminoacidos por edad| AA

mg / g de proteina* mglg de

. Lactantes proteina

Aminodcidos |3 4 neses|  2Gafios  |6-13aftos|>13afi0s|  enPA®
Histidina 16 19 19 1" 27-33
Isoleucina 40 28 28 13 27-41
Leucina 93 66 44 19 69-76

Lisina 60 58 44 16 39,9-53*
Metionina+Cistina 33 25 22 17 4248
Fenilalanina+Tirosina 72 63 22 19 77-80
Treonina 50 34 28 9 38-42
Triptéfano 10 11 9 5 38-42
Valina 54 35 25 13 49-60

Fuente: FAO 1985

¢ Juliano 1994

“Wang et al., 1999 y Tang et al., 2003

* Los patrones son idénticos a los publicados por WHO (1985) excepto en lactantes,
enquienes la diferencia es trivial y la histidina para adultos.

Elaborado por: Andrea Cruz, 2014
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En referencia a los aminoacidos no esenciales, FAO 2004 indica que

la proteina en el polvilo de arroz contiene abundante acido

glutdmico y aspartico.

Antioxidantes

El PA contiene vitaminas A, C y E conformando el grupo de las

vitaminas antioxidantes. La fraccion lipidica mencionada contiene un

complejo unico de compuestos antioxidante entre ellos son de

destacar los tocoferoles y tocotrienoles conocido como tocoles y los
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ésteres del acido trans-ferdlico con esteroles y alcoholes
triterpénicos, cuya fraccion se conoce como y-orizanol y que
presenta una importante actividad. Entre los tocoles presentes en el
PA predominan a-, y- y Oo-tocoferol. Estos compuestos tienen
actividad antioxidante y desempefan un papel protector frente a
algunas formas de cancer. El y-orizanol presenta una alta actividad
antioxidante y diversos estudios han demostrado su capacidad para
reducir el colesterol plasmatico, reducir la absorcion del colesterol
hepatico y prevenir la arteriosclerosis (Vanessa R Pestana, et al.

2009).

Almidoén

Dependiendo del grado de pulido se puede encontrar una cantidad
entre el 10-25% de almidén en el polvillo de arroz (Narasinga
Rao,B.S., 2000) que no es mas que dos tipos de polimeros: Amilosa;
polimero de unidades de D-glucosa, unidas por enlaces a-1,4
glucosidicos, esencialmente lineal. Las cadenas glucosidicas de la
amilosa se disponen en forma de hélice con 6 unidades por vuelta
(estructura helicoidal) y Amilopectina; polimero de D-glucosa, unidas
por enlaces a-1,4 glucosidicos, presenta ramificaciones con enlaces
a-1,6 y existe un punto de ramificacién cada 15 — 30 restos de

glucosa encontrados en forma de racimo encontradas
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mayoritariamente como cadenas de doble hélices ordenadas de

forma paralelas (Brumovsky, L., 2010).

Fibra

La fibra proviene de alimentos de origen vegetal, entre ellos: los
granos. En el PA se encuentra principalmente celulosa vy
hemicelulosa como constituyente estructural de las paredes
celulares (Vargas, E., 2011) y que abundan en el pericarpio y en el
germen. La fibra es un tipo de carbohidrato que el cuerpo no puede
asimilar. La fibra no es asimilable por el intestino delgado humano
pero sufre una total o parcial fermentacién en el intestino grueso.
Estas fibras pueden ser: Fibra soluble (FS) y fibra insoluble (FI). El
PA tiene un alto valor de fibra insoluble (Fl) y la relativa baja de
proporcion de fibra soluble (FS). Hay estudios que indican una
relacion de FI/FS 8:1 (Emperatriz Pacheco-Delahaye, et. al. 2004).

La fibra cruda es la suma de lignina y celulosa.

Vitaminas y Minerales

Las vitaminas se encuentran en la testa. Lloyd,et.al. (2000) reporté

que el PA contiene cantidades elevadas de vitaminas del grupo B.
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Las cenizas son el residuo organico representado como el contenido
de minerales en el alimento. Los minerales, junto con el agua, son
los unicos componentes de los alimentos que no se pueden oxidar
en el organismo para producir energia. Los minerales en el PA se
encuentran en el pericarpio. Lloyd,et.al. (2000) reporté que contiene

alto contenido de fésforo, potasio, hierro, cobre y zinc.

Por otro lado, rios contaminados que inundan los cultivos o el uso
de agua de riego con arsénico, cadmio a concentraciones altas
pueden acumularse en el PA. Las concentraciones de cadmio y
arsénico maximos considerados permisibles para aguas de riego
(Cd: 0.01 mg/lt y As: 0.10 mg/It) (Ayers & Wescott, 1985, Water
quality for agriculture, FAO, Nr 29) y para alimentos (< 1 ppm para
Cd y As) (World Health Organization -WHO, 1963, International

Standards for drinking water).

2.2.2. Produccién del polvillo de arroz en el Ecuador.

En los ultimos 4 afos, las condiciones climaticas del Ecuador han
sido muy variadas afectando la produccion de arroz, especialmente
en la época de invierno. El Banco Central de Ecuador (BCE) indica
que las causas principales fueron: las prolongadas inundaciones y

sequias seguidas de nuevas plagas y enfermedades como también
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la falta de tecnificacion en todas las zonas arroceros. Cabe
mencionar que en la cosecha 2014, solo en los sectores arroceros
de Manabi se trabajo con semillas mejoradas de buena calidad lo
que permitid que el volumen de produccidon y los rendimientos en
esta zona sean mayores a los registrados en el primer trimestre de

2013.

En Tabla 5, se muestra el aumento y disminucién de la superficie
sembrada y volumen de produccion del arroz en invierno (Enero, |

semestre) y verano (Junio-Julio, Il semestre).

Tabla 5
VARIACION TRIMESTRAL POR SEMESTRE (%), 2011-2014.

| Semestre Il Semestre

Superficie [Volumen de | Superficie |Volumen de
Afnos | sembrada | produccién | sembrada | produccién

2011 2% -25% 9% 21%
2012 -6% -9% 4% 6%
2013 6% -3% 8% 9%
2014 -2% -8%

Fuente: Banco Central del Ecuador

Elaborado por: Andrea Cruz, 2014
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En el ano 2013, la produccion aproximada de arroz con cascara fue

1.555.000 TM.

Segun estimado del BCE, para el afio 2014 la produccion de arroz
disminuira en un 30 por ciento debido a plagas y al clima. Por lo

tanto, la produccion estimada de polvillo seria de 120.000 TM.

2.2.3. Métodos de extraccién de proteinas.

Para la extraccion de proteinas se debe empezar con una rotura de
la estructura celular. EI método de rotura para las células vegetales
es depende de la localizacion de la proteina. Por consiguiente, uno
de los métodos para el fraccionamiento celular es: destruccion
mecanica; entre ellos la prensa de French, método por el cual se
logra pasar las células vegetales a gran velocidad a través de un

pequefio orificio.

Un estudio realizado por Larios-Saldana et al. (2004) indicé que el
tamano de las particulas mas abundantes en el PA corresponde a
malla N° 30, 50 y 150 (66.13%), seguido de malla N° 40, 60 y 100
(16.36%) y menos abundante, malla N° 120, 180, 200, 250, 300, 325
y >325 (17.5%). EIl contenido de proteinas experimenta un ligero

incremento conforme disminuye el tamano de las particulas debido a
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que éstas poseen una mayor proporcion de capa aleurona y germen.
Con respecto a la abertura de la malla (tamiz), Rodriguez, M., 2007
indica que las particulas finas corresponde a abertura < 0.425 mm
(malla >N° 48), particulas medianas entre 0.425 y0.60 mm (malla N°

48 hasta N° 30) y particulas gruesas > 0.60 mm (malla <N°30).

Tras la rotura celular, es necesario utilizar soluciones tampones
especificos de extraccion para solubilizar las proteinas. Segun
Guadix et al. (2000), los métodos de extraccién son: hidrolisis
enzimatica e hidrdlisis quimica. Las ventajas en el uso de enzimas

VvS. quimicos son las siguientes:

e Selectividad. Las enzimas son especificas para un tipo
determinado de enlace y, por tanto, no es frecuente la aparicion
de productos de degradacion. En cambio, la poca selectividad
de los ataques acido y basico y su dificil control conduce
inevitablemente a la aparicion de productos de degradacion
que pueden llegar a ser toxicos.

e Condiciones moderadas de temperatura y pH. La hidrdlisis
enzimatica transcurre generalmente en el intervalo de 40° a
60°C y pH comprendido entre 4-8.

¢ No se afiaden sustancias extrafias. Evidentemente no es asi en

los procesos de hidrélisis quimica, ya que la necesaria
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neutralizacion posterior eleva considerablemente el contenido
en sales. Exponer la proteina a condiciones alcalinas extremas
puede cambiar sus caracteristicas nutricionales como la
conversion de la cisteina y serina a residuos de proteina toxica
lisinoalanina.

e Se mantiene el valor nutritivo, ya que no se produce
degradacion de los componentes separados, mientras que la
hidrolisis alcalina destruye los aminoacidos arginina y cisteina y
la hidrolisis acida elimina el triptéfano y desamina los

aminoacidos serina y treonina.

Las enzimas son proteinas que ayudan a las reacciones quimicas
siendo uno de los mecanismos mas usados en la industria
alimentaria para la obtencion de productos de interés. Las hidrolasas
pertenecen a un grupo de enzimas cuya funcion es degradar los
polisacaridos que constituyen la pared celular del PA. Las hidrolasas
introducen una molécula de agua en el sitio de ruptura actuando
sobre ésteres de acido graso, proteinas y carbono. La Figura 2.1
muestra la accion enzimatica de una hidrolasa actuando sobre

diferentes compuestos organicos.
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HIDROLASA
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CAPITULO 3

3. MATERIALES Y METODOLOGIA

3.1. Caracteristicas de Materia Prima e Insumos.

Polvillo de arroz

El polvillo de arroz se obtuvo del proceso de pulido del grano de
arroz blanco en la piladora Johany ubicada en el km 21 de la via
Duran-Yaguachi. El grano de arroz proviene de areas cultivas con
variedades predominantes INIAP 14 y fue cosechado en el mes de
Septiembre 2013, cantén Yaguachi. EI PA fue almacenado en
fundas ziploc y envases esterilizados cubiertos con papel aluminio a

temperatura de -20 °C.

Lipopan F BG

Se empled la enzima Lipopan F BG con una actividad enzimatica de

25 KLU/g obtenida del Fusarium oxysporum producido a través de la
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fermentacién sumergida del microorganismo modificado

genéticamente Asperqillus oryzae.

Lipopan F BG es una lipasa que hidroliza preferentemente los
enlaces éster de la posicion 1,3 en los triglicéridos de la glicerina.
También actua en fosfolipidos y glucolipidos (diacilgalactolipidos)
produciendo lipidos mas polares. (Angelo, S., et al. 2013). Sin
embargo, pueden también catalizar la reaccién inversa, es decir
esterificacion y transesterificacion en medios micro acuosos
(alcoholdsis, acidoldsis e interfestificacion) segun Camacho, B. 2000

y Gonzalez, P. 2002.

Buffer citrato

La actividad de la enzima puede funcionar unicamente dentro de
limites estrechos de pH y por lo tanto se requiere soluciones de
tampon que ayuden a mantener el pH del medio. Un leve cambio en
la concentraciéon de hidrogeniones en la célula puede producir un

alto en la actividad de las enzimas.
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3.2. Proceso de extraccion de proteinas - método enzimatico.

1) La muestra paso6 por un tamiz pequefo (Figura 3.1) sélo con el

fin de separar particulas extrafas.

FIGURA 3.1 USA STANDARD TEST SIEVE

2) A continuacion, se usé un molino (Figura 3.2) con el objetivo de
fraccionar componentes principales de la pared celular del PA:

celulosa, hemicelulosa y lignina

FIGURA 3.2 CYCLONE SAMPLE MILL
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El proceso de extraccion se lo realizd bajo las condiciones
establecidas de mezcla de PA y Buffer Citrato (1:5), °T de la
mezcla a 40°C, enzima al 1% en relacion al PA. (Suquilanda y
Naranjo, 2013). Al polvillo fraccionado se le afiadid6 un tampdn
con adecuado pH y la enzima. Para mantener condiciones de °T
y agitacion constante se us6 un agitador-incubador, como
muestra la Figura 3.3 y Figura 3.4 cada 10, 20, 30, 40, 60 y 120

minutos originando un homogeneado.

FIGURA 3.3 EPPENDORF FIGURA 3.4 NEW BRUNSWICK
THERMOMIXER SCIENTIFIC, INCUBATOR-SHAKER

En una centrifuga a temperatura refrigerada (Figura 3.5 y 3.6)
se ubico los tubos; luego se origind dos fases: un precipitado
que ademas de restos celulares también contienen proteinas y

un sobrenadante que contiene proteina soluble constituyendo el
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extracto crudo. El extracto crudo es la proteina de interés del

polvillo de arroz.

FIGURA 3.5 CENTRIFUGE FIGURA 3.6 CENTRIFUGE
SORVALL ST16R THERMOSICIENTIFIC EPPENDORF

Se mezclé una alicuota del extracto crudo y tampdn buffer por
triplicado y se coloco en pocillos UV. Los pocillos que se usaron
poseen muy buenas propiedades Opticas y transparentes. Por tal
razon, éste plastico es adecuado para la determinacion de
proteinas a regién ultravioleta 280 nm. medido por un

espectrofotometro (Figura 3.7 y 3.8).

FIGURA 3.7 PLACAS UV DE 3.8 ESPECTROFOTOMETRO
96 POCILLOS (M. BRAND) BIOTEK SYNERGYHT
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3.3. Determinacion de Nitrégeno Soluble y Total.

El método Kjeldahl mide el contenido total del nitrogeno de la
muestra la cual se fracciona en nitrégeno proteico (NP) y nitrégeno
no proteico (NNP). EI NNP es la fraccidon nitrogenada que no esta

constituida por proteina verdadera (NP).

Nitrogeno soluble

Se procedié segun el método reportado por M-Segura Campos, et al.
2010. El extracto sobrenadante obtenido durante la hidrolisis
enzimatica a tiempos: 10, 20, 30, 40 y 60 minutos es tratado con
acido tricloroacético al 20% (TCA) por 1 hora y posterior
centrifugacion a 15000 x g 10 °C, produciendo un precipitado (NP) y
quedando en la fase liquida, el NNP (acidos nucleicos, sales
amoniacales, aminas, amidas, etc.). El contenido de nitrégeno se

determind por kjeldahl.

Nitrogeno total

Se determind el nitrogeno total segun NTE INEN 519 tanto al PA

como al extracto proteinico liofilizado obtenido en el tiempo 6ptimo.
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Grado Hidrdlisis

El grado de hidrolisis expresa el porcentaje de enlaces peptidicos
hidrolizados por la enzima y se estimé midiendo la cantidad de
nitrogeno soluble con respecto a la cantidad de nitrogeno total

obtenido del PA segun la siguiente formula:

% DH = Nitrégeno soluble en TCA a 20%X 100

Nitrogeno total

3.4. Electroforésis

Mediante la electroforésis es posible separar moléculas biolégicas
en dependencia fundamentalmente de su carga bajo la influencia de
un campo eléctrico. La técnica mas usada para separar y determinar
el peso molecular de las proteinas es electroforésis en gel de
poliacrilamida (PAGE,”polyacrilamide gel electrophoresis”) que se
realiza en presencia de agentes reductores y SDS. (Garcia, H.,

2001).

SDS-PAGE se llevé a cabo bajo condiciones desnaturalizantes de
acuerdo con los protocolos descritos por Laemmli (1970) y se uso el
equipo MiniProtean® I1ICell de Biorad (Figura 3.9). Las proteinas

fueron visualizadas con tincion del gel con Azul Comaassie de
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acuerdo con el protocolo descrito por Maldonado, A., sf. En la
Figura 3.10 se muestra marcadores de Peso Molecular segun los
diferentes sistemas disefados para determinar el peso molecular

aproximado de las proteinas en una muestra.
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CAPITULO 4

4. RESULTADOS

4.1. Cinética de hidrdlisis vs. contenido de nitrégeno.
El maximo grado de hidrdlisis durante la experimentacién fue a
los 30 minutos ya que se logré6 una mayor extracciéon de
proteinas. A continuacidén, se muestran los valores de DOyg

obtenidos durante la hidrdlisis.

TABLA 6

GRADO DE HIDROLISIS LIPOPAN

Tiempo | DO .5 GH
Min. (abs) %
0 0,136 -

10 0,142 1,79

20 0,144 2,48

30 0,159 3,46

40 0,151 2,52

60 0,147 1,93
120 0,128 -

Elaborado por: Andrea Cruz, 2014
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La modificacion enzimatica buscé mejorar la palatabilidad vy
estabilidad durante el almacenamiento de los recursos disponibles
de proteinas en el PA. Comparado con otros métodos enzimaticos
de extraccion no se logré obtener altos indices de grado de
hidrdlisis. Sin embargo, desde el punto de vista de las propiedades
funcionales y bioldgicas de las proteinas resulta interesante; ya que
al no sufrir grandes cambios estructurales conservaria sus

propiedades nativas.

Por otro lado, el contenido de nitrdgeno soluble obtenido al finalizar
la hidrdlisis (30 min.) fue del 7,01 +£0,5% lo que representa un 40%
de proteina soluble. La Figura 4.1 muestra la cinética de hidrdlisis en
términos del contenido de nitrogeno soluble durante el tiempo de

hidrodlisis.

8 ; 7,01
6 - / \ 5,10
02

o 4 / \
z 363 3,90
D

0 1 1 1 1 |

0 10 20 30 40 60
Tiempo (min)

FIGURA 4.1 NITROGENO SOLUBLE VS TIEMPO
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Asi también, Naranjo y Suquilanda (2013) destaca que la hidrdlisis
quimica combinada con una enzimatica usando Veron® HPP resultd

un 53% de nitrégeno soluble en 180 minutos de reaccion.

4.2. Caracterizacion del Concentrado Proteinico.
Los resultados fisicoquimicos de la materia prima fraccionada y el

concentrado proteinico se muestran en la Tabla 7.

TABLA7
CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DEL PA FRACCIONADO Y

CONCENTRADO PROTEINICO LIOFILIZADO.

Analisis
fisico - PA Concentrado
quimico | fraccionado | proteinico Método
Humedad | 10+0,014% | 3,07+0,013% AOAC 925.10
Cenizas [10,28+0,013%| 8,08+0,002% AOAC 923,03
Proteinas | 11,54+0,17% | 54,41+0,48% NTE INEN 519
Grasa |24,36+0,007%| 8,06+0,010% AOAC 2003.05
Fibra cruda 8-12%* 0,07% AOAC 18th 978.10
AW 0,5+£0,022 0.39+0,026
Ph 6,77+0,342 4.5+0,005 NTE INEN 526
Acidez (%
acido
sulfarico) | 0,06+0,004% | 0,43+0,173% [NTP ITENTEC 250.027]

* Datos obtenidos de la NTE INEN 1690.
Elaborado por: Andrea Cruz, 2014

Segun datos de composiciones fisico quimico del concentrado

proteinico del PA obtenido por método alcalino en la mayoria de los
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casos los productos presentaron un contenido proteinico entre 60 -
85 % a pH basico. Excepto Jiamyangyuen, S., et al., 2005 que

obtuvo 64.88% apH?7.

Hay estudios de extracciones por métodos enzimaticos como las
proteasas y carbohidrasas realizado por diferentes autores. Hye-
Jung Yeom, et al.,, 2010 us6 Alcalase y Flavourzyme y obtuvo
77.62+2.90% de proteinas a partir de PA desgrasado; Wang., et al.,
1999, Fitasa y Xilanasa obtuvo 92+1.6% de proteinas; S. Tang, et al. ,
2006 us6 Amilasa, Viscozyme y Celluclast con concentrados
proteinicos de 45.4%, 12.1% y 28.35%, respectivamente;
Locharoenrat, S. et al., sf emple6 Termamyl, Glucoamylase y
Alcalase con 16.59% de proteinas. Por otro lado, Naranjo y

Suquilanda, 2013 emple6 Veron® HPP obtuvo 75% de proteinas.

En todos los casos los contenidos son muy variables y dependen
basicamente de la especificidad del enzima por el sustrato. Las
condiciones de extraccion a diferencia del método alcalino son
menos agresivas y por lo tanto no se afecta en gran medida las

propiedades de la proteina nativa.
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El analisis de electroforésis revela la presencia de polipéptidos de
diferentes rangos de pesos moleculares. Juliano, 1980 indica que las
albuminas poseen pesos moleculares que van desde 8,5 a 95 kDa,
con tres polipéptidos principales de 8,5; 11 y 16 kDa. Las globulinas
presentan una banda caracteristica descrita como mayoritaria que
corresponde a polipéptidos de 25-26 kDa (Krishnan et al., 1992;
Komatsu and Hirano, 1992; Furukawa et al., 2003; Kumagai et al.,
2006) y otra a los 16-18 KDa (Juliano, 1980; Krishnan et al., 1992).
En grano integral, no se observd polipéptidos de alto peso molecular
pero si con mayor intensidad, la banda de 37-39 kDa que
corresponde a la subunidad acida (Yamagata et al., 1982; Kumagai
et al.,, 2006) de la fraccion glutelina. Las prolaminas constituyen
polipéptidos heterogéneos con masas moleculares variables entre
10 y 23 kDa, segun los diferentes autores. Las bandas mas
marcadas se corresponde a los 17 y 23 kDa segun Juliano (1980) y
alos 10, 13 y 16 kDa segun estudios mas actuales (Furukawa et al.,

2003, Kumagai et al., 2006).

La Figura 4.2 muestra la separacion de las proteinas en forma de
bandas sobre un gel (SDS-PAGE). El concentrado proteinico
liofilizado presenta distribuciones polipéptidas con mayor intensidad

entre 2-25 KDa y bandas mas débiles adicionales entre 25 — 50 KDa
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(marcadas con flechas); que refieren a polipéptidos de bajo peso
molecular (<12 KDa) y mediano peso molecular (=12 hasta <100
KDa). Con lo cual se puede decir que el concentrado estaria
compuesto fundamentalmente por fracciones de albuminas,

prolaminas seguido de globulinas y glutelinas.
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FIGURA 4.2: SDS-PAGE DEL CONCENTRADO PROTEINICO

LIOFILIZADO
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Los aislados proteinicos a pHs neutros y moderados presenta muy
baja solubilidad debido a la abundancia de puentes disulfuro,
sumado a su elevado peso molecular (Pinciroli, 2010) pero presenta
mayor solubilidad a pHs extremos, lo que se corresponde con las
caracteristicas propias de su componente mayoritario, la fraccion
glutelina (Bera and Mukhejree, 1989; Anderson et al., 2001, Agboola
et al., 2005). Los concentrados proteinicos del polvillo de arroz
tienen una fuerte influencia del pH y la concentracién salina sobre la
solubilidad del nitrégeno y la capacidad de formar espumas y
emulsiones segun Bera and Mukherjee, 1989. Al aumentar la
concentracion de sales decrece la solubilidad, y la capacidad de
formar espumas y emulsiones es inverso el comportamiento con la

variacion de pH.

La capacidad de absorcién de agua se compara con los observados
por Chandi and Sogi (2007a) en concentrados proteinicos de polvillo
de arroz de distintas variedades de arroz (2,5 y 5,6 g/g) superiores a
los encontrados en diferentes concentrados proteinicos de hojas (2,7
g/g) por Aletor et al. 2002 e inferior a aislados proteinicos de soja
(4,3 g/g) por Gandhi et al., 2000. Los valores son cercanos a los

considerados criticos para alimentos viscosos como sopas, salsas o
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jugos por lo que pueden resultar ingredientes de alta calidad para

alimentos de estas caracteristicas (Aletor et al., 2002).

La presencia de estas fracciones proteinicas denota una posible
funcionalidad tecnoldgica y por lo tanto un potencial uso como

aditivo alimentario.



CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES:

Conclusiones

El polvillo de arroz sin desgrasar es una materia prima que bajo el
efecto de enzimas lipasas provoca la rotura de enlaces éster de los
lipidos alcanzando una mayor cantidad de proteinas en estado
plegado o no desnaturalizado en 30 minutos. Las proteinas
mantuvieron su integridad debido a que hubo un hidrolizado

proteico bajo o limitado.

El concentrado proteinico contiene polipéptidos de buena
solubilidad lo cual mejoraria la propiedad funcional de hidrataciéon
en ingredientes alimentarios; asi también poli péptidos como
recursos valiosos y disponibles por sus buenas propiedades

biolégicas (estructurales y metabdlicas).



43

Recomendaciones

e El concentrado proteinico puede ser usado como un ingrediente
alimentario ya que sus propias caracteristicas fisico - quimicas

muestran un extracto nutricional estable.

e Determinar las propiedades funcionales al concentrado proteinico
pero incorporado en un alimento bajo condiciones de temperatura,
tiempo, pH, etc. Ademas, evaluar el % de proteinas a la nueva

matriz.
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