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Efecto de la temperatura y tiempo de hidrélisis con NaOH en la
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Resumen

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la
temperatura y tiempo de hidrolisis con NaOH en la obtencion de péptidos
solubles de harina de semillas de Lupinus mutabilis, variedad criolla. La
harina fue previamente deslupinizada, desgrasada e hidrolizada parcialmente
con a-amilasa. Se utiliz6 el método de superficie de respuesta y se empled un
Disefio Compuesto Central Rotable (DCCR), para dos factores: temperatura
y tiempo. La caracterizacion inicial de la harina deslupinizada mostré un
alto contenido de proteina (43.53 + 0.04 g/ 100 g), lipidos (25.41 + 0.03
g/100 g) y cenizas (1.40 + 0.07 g /100 g). La hidro6lisis alcalina con NaOH se
realiz6 a pH 10, relacion harina/solvente 1/25, tiempo entre 10 a 90 minutos
y temperatura entre 25 °C — 50 °C. La cuantificacion de los péptidos se
realizd por el método de Lowry. Los resultados obtenidos indicaron que la
mayor concentracion de péptidos solubles fue de 7.204 mg/ml que presentod
el tratamiento a 46.3 °C por 78 minutos. El modelo matematico que permite
predecir la concentracion de péptidos solubles es: Y = -7.8711 + 0.5574*X,
- 0.0084*X > - 0.0008*X >+ 0.0032*X *X_ ; donde Y es la concentracion de
péptidos solubles en mg/ml, X, la temperatura (°C) y X,: tiempo (minutos).
El anélisis estadistico mostrd que existe un alto valor de significancia de las

39 Ambiente, Comportamiento y Sociedad. 2020, 3(2),39-55.


Fernando
Typewritten text
Ambiente, Comportamiento y Sociedad. 2020, 3(2),39-55.                         eISSN 2709-8219X
DOI: https://doi.org/10.51343/racs.v3i2.494

Fernando
Typewritten text
Ambiente, Comportamiento y Sociedad. 2020, 3(2),39-55.  


variables independientes (tiempo y temperatura) con respecto a la variable
respuesta (péptidos solubles) (p<0.05).

Palabras clave: lupinus mutabilis Sweet, var. criolla, hidrolisis alcalina, péptidos solubles.

Summary

The present investigation had as objective to evaluate the effect of the
temperature and time of hydrolysis with NaOH in obtaining soluble peptides
from the flour of seeds of Lupinus mutabilis, creole variety. The flour was
previously deluphuptized, defatted and partially hydrolyzed with a-amylase
(57° C, 208 min, pH: 5.5 and 0.01 g enzyme / kg substrate). The response
surface method was used and a Rotable Central Compound Design (DCCR)
was used, for two factors: Temperature and time. The initial characterization
of the tarless meal showed a high content of protein (43.53 +£0.04 g /100 g),
lipids (25.41 + 0.03 g /100 g) and ash (1.40 + 0.07 g/100 g). The alkaline
hydrolysis with NaOH was performed at pH 10, 1/25 flour: solvent ratio,
time between 10 to 90 minutes and temperature between 25 ° C - 50 ° C.
The quantification of the peptides was carried out by the Lowry method.
The results obtained indicated that the highest concentration of soluble
peptides was 7,204 mg / ml, which presented treatment at 46.3°C for 78
minutes. The mathematical model that allows predicting the concentration
of soluble peptides is: Y =-7.8711 + 0.5574*X - 0.0084*X * - 0.0008*X >+
0.0032*X *X.; where Y is the concentration of soluble peptides in mg / mL,
X, the temperature (° C) and X.: time (minutes). Statistical analysis showed
that there is a high significance value of the independent variables (time
and temperature) with respect to the response variable (soluble peptides) (p
<0.05).

Key words: [}upinus mutabilis Sweet, var. criolla, alkaline hydrolysis, soluble peptide.

Introduccién

Lupinus mutabilis Sweet es una especie perteneciente a la familia de leguminosas,
cultivada principalmente en Peru, Ecuador y Bolivia y se les conoce como Tarwi o
Lupino andino (Blanco, 1982). En comparacién con otras leguminosas, el tarwi posee
mayor porcentaje protéico y es especialmente rico en aminoacidos como lisina (Popenoe
y King 1989, Kay 1985). El porcentaje de proteina en el grano de tarwi sin desamargar
viene hacer de un 42% y se logra una mayor concentracion de proteica eliminando
alcaloides por medio de un proceso de desamargado del grano, obteniendo hasta un valor
de 51% expresado en base seca (Mujica ef al., 2001 y Rodriguez, 2009). La importancia
de estas semillas ademas de las proteinas y lipidos para la nutriciéon y mantenimiento
de la salud es su potencial como fuente de nuevos compuestos bioactivos capaces de
ejercer distintas actividades bioldgicas beneficiosas para la salud tras su liberacion en
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el organismo (Duranti, 2006). Asimismo, constituye una fuente para la obtencion de
aislados proteicos y compuestos bioactivos para la industria de alimentos funcionales y
nutracéuticos (Jacobsen y Mujica, 2006; Chirinos, 2015). Las propiedades funcionales de
las proteinas aisladas, sea de manera total o fraccionada, estan relacionadas directamente
con sus propiedades intrinsecas, es decir, depende de la composicion aminoacidica,
estructura secundaria, tamafio molecular, integridad proteica, grado de hidrofobicidad y
flexibilidad. Tales propiedades suelen estar sujetas a modificaciones por distintos factores
como temperatura, pH, constante dieléctrica, grado de pureza del aislado y la interaccion
con otras moléculas (Pinciroli, 2010).

El trabajo se centra en los siguientes puntos: Determinar las caracteristicas
fisicoquimicas de la harina de semillas de Lupinus mutabilis Sweet variedad criolla.
Determinar el rendimiento de desgrasado de la harina con etanol de 96°C y Determinar
la superficie de respuesta a la temperatura y tiempo Optimo de hidrolisis con NaOH en la
obtencion de péptidos solubles a partir de harina de las semillas.

Materiales y Métodos

Material Biolégico

Semillas de L. mutabilis Sweet variedad criolla desamargada.

Obtencién de Harina

Se trituran en una licuadora semillas desamargadas y sin cdscara de L. mutabilis
Sweet var. criolla en una proporcion 1:1 semillas: agua destilada hasta generar una pasta.
Posteriormente la pasta se sec6 a una temperatura de 40°C por 48 horas, procediendo a la
transformacion en harina con la ayuda de un mortero y luego tamizado con una malla con
abertura inferior a 1 mm para lograr una mayor uniformidad en tamafio de particulas de
la harina.

Proceso de Desgrasado de la Harina

Se procedio a desgrasar la harina con etanol de 96° GL en un equipo Soxhlet por 24
horas a reflujo constante, después se realiz6 el secado a 40 °C por 48 horas para eliminar
el etanol residual y obtener la harina desgrasada que se envasé de forma hermética para
su uso posterior.

Andlisis Fisicoquimico de la Harina

Para la determinacion de las caracteristicas fisicoquimicas, se determin6 el
contenido de humedad y s6lidos totales (Método ISO 638:2008), el contenido en cenizas
(Método ISO 776:1982), el contenido de lipidos libres (Método AOAC, 1995), el
contenido de proteina total (Método Microkjendahl) y la fibra cruda (Método AOAC,
1990).

Obtencién de Péptidos Solubles

Los péptidos solubles se obtienen a partir de la harina desgrasada con un
tratamiento previo con a-amilasa fungal (Aspergillus oryzae) a 57°C, 208 minutos y pH
5.5. La proporcion 0.5:50 g/kg enzima:sustrato fue de 0.5:50 g/kg (Bailon 2018). Luego
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se procedi6 a filtrar para eliminar los azucares reductores del sobrenadante y la pasta
obtenida se seca a 40 °C por 48 horas, para posteriormente dispersarlo en una solucion
de NaOH a pH 10 en una proporcion p/p 1:25, y una velocidad de rotaciéon de 100
rpm. Los valores de tiempo y temperatura estdn indicados en el disefio experimental.
Transcurrido el tiempo de hidrolisis, cada uno de los tratamientos fueron centrifugados a
4500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y finalmente se cuantifico los péptidos
solubles en el sobrenadante.

Determinacién de Péptidos Solubles

Para cuantificar los péptidos solubles de las proteinas posterior a la hidrolisis
con hidréxido de sodio, se sigui6 la técnica descrita por Lowry ef al. (1951). Se utilizo
suero albumina bovina 2mg/ul como patron estandar de proteinas.

Disefio Experimental

Se estableci6 un disefio compuesto central rotable (DCCR) mediante un
planeamiento factorial completo 2 (2%), incluidos 4 puntos axiales y 3 puntos centrales,
con un total de 11 ensayos (T1: 28.7°C, 21.7 min; T2: 46.3°C, 21.7min; T3: 28.7°C, 78.3
min; T4: 46.3°C, 78.3 min; T5: 25°C, 50 min; T6: 50°C, 50 min, T7: 37.5°C, 10 min;
T8: 37.5°C, 90 min; T9: 37.5°C, 50 min; T10: 37.5°C; 50 min; T11: 37.5°C, 50 min). K,
representa el nimero de variables independientes (K=2) tiempo y temperatura. Se utilizd
el valor de o de 1.4142 seglin el nimero de variables de acuerdo o= (2K)"* (Montgomery
2004).

Anilisis Estadistico

Se utiliz6 el software STATISTICA 7.0, con los coeficientes de regresion se
identificaron los parametros significativos y se elabord un modelo matematico polindmico
codificado (Montgomery, 2004):

Donde by,b,= Coeficientes de regresion; 1=1,2,3,4;7=1,2,3,4

Luego se realiz6 un analisis de varianza ANVA para validar el modelo estadistico
para la respuesta investigada, procediendo a verificar si las variables son significativas
(p<0.05 y R2). Dicha significancia del modelo y valores R* # 1 indican la concordancia
entre los valores experimentales y previstos para el modelo.

Resultados y Discusiéon
Caracterizacién Fisicoquimica de Harina de Tarwi Deslupinizada

En la Tabla 1 se reporta la composicion fisicoquimica de harina deslupinizada de
semillas de L. mutabilis Sweet variedad criolla (Tarwi). La concentracion de proteina fue
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de 43.53g /100g, valor que se encuentra dentro del rango reportado para Lupinus, que es
desde 40g/100g hasta 49.6g/100g (Ninaquispe 2013, Garay 2015, Arteaga &Silva 2015,
Collazos 1993, Sanchez 2011, Navia 2019, Bricefio 2017, Reyes 2017). La variacion
de la concentracion de proteinas puede ser atribuida a muchos factores como el tipo de
suelo, clima y variabilidad genética (Rodriguez 2009).

El contenido de humedad de la harina deslupinizada de Tarwi fue de 4.94 %,
valor inferior a lo descrito para este tipo de harina que va del orden del 6.48% al 7.7%
(Garay 2015, Navia 2019, Sanchez 2011 y Vegas 2017). La determinacion de cenizas,
en un indicador general de la cantidad de minerales que existen en el grano de Tarwi,
como calcio, magnesio u otros y en la muestra tratada fue de 1.40g/100g. En cuanto a
la determinacion de fibra, se reporta valores de 2.03 % de fibra cruda, que se encuentra
muy cercano a 2.20% descrito por Collazos (1993). El contenido de fibra varia de forma
importante desde 0.96% hasta 6.0% en su valor mas alto (Navia 2019, Ninaquispe 2013y
Sanchez 2011). Se determiné la densidad real y aparente, siendo estos valores de 1.3 g/
mly 0.51 g/ml respectivamente. Al respecto previamente se reportaron valores de 1.116
g/mly 0.449 g/ml para densidad real y aparente respectivamente (Vegas 2017).

Tabla 1

Caracterizacion fisicoquimica de harina deslupinizada de semillas de Tarwi (Lupinus
mutabilis) variedad criolla.

Componente Unidad Valores
Humedad % 4.94 + 0.06
Proteina * g/100 g 43.53 £0.04
Lipidos * g/100 g 25.41 +£0.03
Cenizas * g/100 g 1.40 +0.07
Fibra cruda* % 2.03+£0.05
Densidad real g/ml 1.30 £ 0.03
Densidad aparente g/ml 0.51 £0.01

(*): Expresado en base seca

Determinacién del Rendimiento de Desgrasado de Harina de Tarwi Deslupinizada

El proceso de desgrasado se realizo con etanol a 96° GL teniendo un rendimiento,
expresado como lipidos libres. La determinacion del rendimiento en la extraccion de
lipidos libres fue calculada mediante la relacion del peso de la harina sin desgrasar con
respecto de la harina desgrasada.

En este trabajo experimental la concentracion de lipidos fue de 25.41 g/100 g,
valor incluido en el rango de lo reportado que va desde 25.13 g/100g hasta 28.02g/100g
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(Bricefio 2017, Sanchez 2011, Arteaga y Silva 2015, Reyes 2017 y Ninaquispe 2013).
La variabilidad en la concentracion de lipidos en la semilla de Tarwi se debe al tipo de
suelo u otros factores de cosecha los cuales afectan al grano.

La extraccion de lipidos es un proceso importante previa a la hidrolisis enzimatica
con a-amilasa, pues los carbohidratos se encuentran mas accesibles para su hidrolisis
enzimatica y presenta la mayor generacion de azlcares reductores, que puede ser
separada por medio de un filtrado (Bailon 2018). Hidrdlisis Alcalina con Hidroxido de
Sodio (NaOH) de Harina de Tarwi El proceso de hidrdlisis en medio alcalino (NaOH) a
la harina de tarwi con alto contenido de proteina después de una hidrolisis con a-amilasa,
se realizo en el intervalo de temperatura de 25 — 50 °C y tiempo de 10— 90 minutos con el
proposito de obtener péptidos solubles

En la Tabla 2, se reporta la obtencién de péptidos solubles con una hidroélisis
alcalina (NaOH) obteniendo valores entre 2.57 mg de péptidos/ml hasta 7.204 mg de
péptidos/ml, siendo el valor més elevado el obtenido a una temperatura de 46.3 °C
por 78.3 minutos a pH 10. La determinacion de péptidos solubles fue realizada por el
método de Lowry, el cual determina las unidades de tirosina que se encuentran libres
al reaccionar con una solucién bésica. Cabe mencionar que la hidr6lisis alcalina rompe
todo tipo de enlaces ademas de los peptidicos, provocando que la proteina se convierta
en péptidos solubles o aminoacidos, ademas de no ser selectiva a diferencia de las
enzimas proteoliticas.

Ademas se presenta los valores de solidos solubles, solidos totales y pH de la
solucion sobrenadante después de la hidrolisis con NaOH, obteniendo el méximo valor
de solidos solubles (°Brix) y so6lidos totales (%) con el tratamiento ocho (37.5 °C y 90
min), obteniendo valores de 0.7 °Brix y 0.97 % de s6lidos totales, deduciendo que hay
una fraccion de sélidos los cuales no son solubles y se encuentran en el sobrenadante.
También se determino su pH al final de la hidrolisis obteniendo un valor de 9, siendo
este indicador que se ha generado un rompimiento de enlaces.
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Tabla 2

Cuantificacion de péptidos solubles, solidos solubles, sdlidos totales y pH de la solucion
sobrenadante de la hidrdlisis de harina de Tarwi deslupinizada y desgrasada con NaOH.

X X;  Y:Péptidos Solidos  Solidos DI Jlarina
Ensayo emperlatura Tiempo solubles Solubles Totales NaOH)

O (minutos)  (mg/mL)  CBrix)(*)  (%)(**)
1 28.7 217 2.802 03 ook 6.0
2 463 207 2982 03 Lo 6.5
3 28.7 783 3802 AR o) 7.0
4 463 783 7.204 06 Loy 7.0
5 25.0 500 3263 o1 O3 6.0
6 50.0 500 5255 04 98¢ 6.5
7 375 100 2577 04 077 7.0
8 375 9.0  5.850 07 O 9.0
9 375 500 5.6 06 098 90
10 375 500  5.551 07 o0 9.0
1 375 500 5533 06 o0 8.0

(*): Medido con brixémetro, (**): Medido en estufa a 105 °C por 48 horas.

Anélisis Estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANVA) a las variables independientes como
se muestra en la Tabla 3, en la obtencidon de péptidos solubles a partir de semillas de
Tarwi con hidroélisis alcalina (NaOH), en donde la temperatura (°C) lineal y cuadratica
son significativas al encontrarse con valor de p<0.05, de igual modo el tiempo (minutos)
de forma cuadrética y lineal son significativas. Se evalu6 para un nivel de significancia
menor a 0.05, que la obtencidon de péptidos solubles es afectada por la variacion de
temperatura y tiempo de hidrdlisis.
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Tabla 3

Andlisis de varianza (ANVA) de las variables independientes en la obtencion de péptidos
solubles a partir de harina de semillas de Tarwi deslupinizada y desgrasada.

Factor SS df MS F P
(1)Temperatura (°C)(L) 5.11682 1 5.11682 212.2587 0.000028
Temperatura (°C)(Q) 2.41683 1 2.41683 100.2563 0.000170
(2) Tiempo (minutos)(L) 12.13017 1 12.13017 503.1901 0.000003
Tiempo (minutos)(Q) 2.58788 1 2.58788 107.3518 0.000144
1L by 2L 2.59557 1 2.59557 107.6709 0.000143
Error 0.12053 5 0.02411
Total SS 23.83133 10

En la Tabla 4 se realiz6 un andlisis de los coeficientes de regresion para evaluar
su incidencia en el modelo matematico con el propodsito de predecir la concentracion de
péptidos solubles. En ella se observa que la temperatura en funcion lineal y cuadréatica; asi
como el tiempo en funcidn cuadratica y sus respectivas interacciones presentan un efecto
significativo (p< 0.05).

Tabla 4

Coeficientes de regresion en la obtencion de péptidos solubles por accion alcalina
(NaOH) sobre la harina de Tarwi deslupinizada y desgrasada.

Coeficientes de

Factor Regresion P
Mean/Interc. -7.87112 0.002058
(1)Temperatura (°C)(L) 0.55741 0.000353
Temperatura (°C)(Q) -0.00837 0.000170
(2)Tiempo (minutos)(L) 0.00733 0.631538
Tiempo (minutos)(Q) -0.00085 0.000144
1L by 2L 0.00322 0.000143

Con la determinacién de coeficientes de regresion expuestos en la Tabla 11, se
obtuvo el modelo matematico que permite predecir la obtencion de péptidos solubles:
Y = -7.8711 + 0.5574*X - 0.0084*X * - 0.0008*X >+ 0.0032*X *X (R*>= 99.494 %)
(R? = 98.988 %)

ajustado
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Donde:

Y = Péptidos solubles (mg BSA/mL), X = Temperatura (°C) y X, = Tiempo (minutos)
Con la ecuacidn anteriormente descrita, se construyo una superficie de respuesta (Figura

1) y una grafica de contorno (Figura 2) para visualizar la zona de mayor concentracion
de péptidos solubles.

Figura 1

Superficie de respuesta en la obtencion de péptidos solubles por accion de hidrdlisis con
NaOH a partir de semillas de tarwi.

| gl RERTRARE R d

La mayor concentracion de péptidos solubles de 7.204 mg/ml de solucion
se obtuvo con los parametros de temperatura y tiempo de 46.3 °C y 78.3 minutos
respectivamente. Urrutia en el afio 2010 realizo un aislado proteico a partir L. mutabilis
utilizando HCI 0,1 N y NaOH 0,1 N. Las mejores condiciones de extraccién se
realizaron en una relacion harina:solvente 1:28, a pH 9,3 y temperatura de 43 °C. Por
otro lado, Laurente (2016) en la extraccion de concentrado protéico de las variedades
de L. mutabilis sweet, Yunguyo [ y Negra de Sacacatani, obtuvo pardmetros optimos de

extraccion a 40°C de temperatura y pH 4.5, consiguiendo 73.45 % + 0.230 y 70.20% +
0.065 de proteina respectivamente.
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Figura 2

Grdfica de contornos en la obtencion de péptidos solubles por hidrolisis con NaOH
sobre la harina deslupinizada y desgrasada de semillas de L. mutabilis.
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En el diagrama de Pareto (Figura 3) se visualiza, el efecto de las variables
independientes (temperatura y tiempo de hidrolisis) sobre la variable dependiente
(concentracion de péptidos solubles) en la cual el tiempo y la temperatura en funcion lineal
son las variables que tienen un mayor efecto sobre la variable respuesta; sin embargo, la
interaccion, el tiempo y la temperatura en funcioén cuadratica ejercen un efecto con menor
intensidad, en la obtencion de péptidos solubles en una hidrolisis alcalina con NaOH. De
igual manera, el efecto de las variables segtin su valor de “p”, fue determinado en la Tabla
5, corroborandose lo anteriormente dicho en donde todas las variables tienen un efecto
significativo sobre la variable de respuesta, para un nivel de confianza del 95 %.
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péptidos solubles, cuyos valores fueron comparados con tratamientos experimentales con
el proposito de obtener el error medio relativo (Tabla 6). Se determind un error medio
relativo de 9.87 + 0.47 %.

Tabla 6

Determinacion del porcentaje de error entre el modelo matemdtico y el tratamiento
experimental.

Y: Péptidos Y: Péptidos Solubles

N° X,: Temperatura X : Tiempo  Solubles (mg/ml)  (mg/ml) (Modelo  Porcentaje
Tratamiento °O) (minutos) (Experimental) Matematico) de Error(%)
1 50 6.70 6.701 7.369 9.982
2 32 4.52 4.527 4.975 9.901
3 26 2.23 2.228 2.444 9.732

En la Figura 4 se realizd un barrido espectrofotométrico de la fraccion de
sobrenadante del tratamiento de maxima concentracién de péptidos solubles (46.3°C y
78.3 min), donde se observa sobresaltos de picos en la longitud de onda de 190 a 250
nm. Al respecto Scopes (1974) determin6 concentracion de proteinas a 205 nm por lo
que se puede inferir la presencia de dichas biomoléculas en la fraccion acuosa. Waddell
(1952) al respecto muestra la absorcion de un péptido en el rango de longitud de onda
de 200 a 300nm y afirma que las proteinas pueden absorber tanto en las region UV mas
cercana a la region visible ( 250 — 400 nm) asi como en la region UV mads alejada de la
region visible ( 190 — 250 nm), y segun este rango de longitudes, los cromoforos que
se absorben en la region UV cercana son los aminoacidos aromaticos, el triptofano, la
tirosina, la fenilalanina y el enlace disulfuro y los que absorben la radiaciéon UV lejana
son las proteinas y péptidos que carecen de unidades aromaticas y enlaces disulfuro.

Por otra parte, Landeros (2018) realizo la caracterizacion de péptidos bioactivos a
partir de frijol por espectroscopia, donde el espectro de absorcion muestra que a 280 nm
ocurre la mayor absorcion y hay presencia de péptidos con cadenas laterales aromaticas
por la presencia de tirosina, triptofano y fenilalanina, que muestran sus valores de
absorbancia entre 240-300 nm.
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Figura 4

Barrido espectrofotométrico de la fraccion sobrenadante del tratamiento con mayor
presencia de péptidos.

170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 280 300 310 320 330 340 350
nm

Conclusiones

Las propiedades fisicoquimicas de la harina deslupinizada de semillas de L.
mutabilis Sweet variedad criolla son: 4.94% de humedad, 2.03% de fibra cruda, 1.40
g/100g de ceniza, 1.30 g/ml de densidad absoluta y 0.51 g/ml de densidad aparente. La
harina deslupinizada present6 un contenido de lipidos de 25.41 g/100g y proteina total de
43.53 g/100g. La hidrdlisis alcalina con NaOH sobre el enriquecido proteico de harina a
46.3 °C por 78.3 minutos a pH 10, presentd la mayor concentracion de péptidos solubles
de 7.204 mg/ml. En contraparte, el tratamiento a 37.5 °C por 10 minutos se obtuvo la
menor concentracion de péptidos solubles 2.577 mg/ ml. Las variables de hidrdlisis
como tiempo y temperatura, influyeron significativamente en la obtencion de péptidos
solubles mediante hidrélisis alcalina con NaOH (p<0,05). Se logré determinar un modelo
matematico para determinar la concentracion de péptidos solubles en hidrolisis con
NaOH, quedando establecida como: Y = -7.8711 + 0.5574*X - 0.0084*X - 0.0008*X >
+0.0032*X *X (R*=99.494 %) (Rzajustado= 98.988 %) Donde Y es la concentracion de
péptidos solubles (mg BSA/mL), X1 la Temperatura (°C) y X2 el Tiempo (minutos).
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