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Resumen

Urdaneta H., Alejandro G. y Zambrano A., José Antonio

ESCALAMIENTO DE UN PROCESO DE EXTRACCION DE
PROTEINA TOTAL DE LA HOJA DE LA PLANTA DE
AMARANTO (amaranthus dubius).
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Lobos. Tesis. Caracas, U.C.V. Facultad de Ingenieria. Escuela de

Ingenieria Quimica .Afo 2010, 57 paginas.
Palabras clave: Amaranto, extraccion solido-liquido, proteinas, escalamiento
Resumen.

El Amaranto es un cultivo que ha sido olvidado a lo largo de la historia a pesar de
poseer propiedades nutricionales extraordinarias. Contiene en sus estructuras una
mayor cantidad de proteinas en comparacién con otras plantas como la espinaca. En
este Trabajo Especial de Grado se plante6 proponer un escalamiento del proceso de
extraccion de la proteina de la hoja del follaje de la planta de amaranto.

El proceso de extraccion de proteinas vegetales a partir de la harina de la hoja de la
planta de amaranto (amaranthus dubius) fue realizado tomando como base el
protocolo desarrollado por R. Juan y colaboradores en el afio 2007, en el cual se
utilizd6 como solvente extractor una solucién de NaOH y agua destilada con una
concentracion de 0,2% (p/v). La relacion de harina/solvente utilizada fue de 1:12. Se
vario el tiempo, la temperatura de extraccion y el nimero de lavados con solvente
fresco para identificar la influencia de estos parametros en el rendimiento del proceso
de extraccion proteica. Se establecieron entonces las condiciones mas favorables para
la extraccién como las siguientes: T = 40°C, t = 30 minutos y tres lavados con
solvente puro. Partiendo de esta premisa se procedio a proponer un escalamiento del

proceso de extraccion usando el procedimiento descrito por Giankoplis, (1998).



indice de contenido

INDICE DE CONTENIDO

INDICE DE TABLAS ...ttt sttt iv
INDICE DE FIGURAS ..ottt v
INTRODUGCCION ..ottt 1
CAPITULO Lottt 2
FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION.......c.oevieesrceeeeeteee e 2
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .........ccoioieiieeeee e 2
1.2 ANTECEDENTES.......cot ittt et neene s 3
1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION ......ccoevevierieeireeeeeeeee e, 4
L1.3.1 GENEIAL ...t 4
1.3.2 ESPECITICOS ...veeiieieciicct ettt re e 4
CAPITULO ottt sttt ettt et sna e sbe e be e e abe et 6
MARCO TEORICO ..ottt 6
2.1 EL CULTIVO DE AMARANTO ...cooiiiicieee e 6
2.1.1  Productos alimenticios desarrollados a partir del amaranto................... 8

2.2 LASPROTEINAS ..ottt 8
A R OF 11 Tox (=] 151 £ oF: SRS 9
2.2.2  Clasificacion de 1as Proteinas..........ccccoveeveeieeiieieciecie e 9
2.2.3  EXtracCion de Proteinas........cccoeerereiiriieneese e 10
2.2.4  Meétodo de identificacidon de grupos proteiCos .........ccccevveevveveeseeseenens 10
2.25  Método de cuantificacion de proteinas ..........ccoceerverineienieseseienens 12

2.3 ESCALAMIENTO ...cuiiiiiece ettt ettt 14
2.3.1  Aplicaciones de las plantas piloto. ..........cccccoveveiiiiicie i 15
2.3.2  Analisis DIMensional. ..........ccccooviiiiiiiic e 16
2.3.3  Cambio de escala en procesos qUIMICOS .........coureeerreereereeriesiesieniennenns 17
2.3.4  Consideraciones del cambio de escala............ccccceevvviiieviiiiiciie e, 18
2.35  Teoriade 1a SEMEJANZA ........cceeveiveeiieeie e 18
CAPITULO HI ..ottt 21
METODOLOGIA ...ttt 21
3.1 ESQUEMA GENERAL DEL PROCESO. ......c.ccoceiiiiiiieie e 21
3.2  REVISION BIBLIOGRAFICA .......coovveieieeieeeeeeeessee e 22
3.3 PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA ....ooovooiieeeeeeeeeeee e 22



indice de contenido

3.4 PROCESO DE EXTRACCION........coovveiiieeiceereiieesesiessiesee s 23
3.5 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GRUPOS PROTEICOS. 24
3.5.1 Identificacion de grupos ProteICOS ........ccoueerererrerierierieeriesiees e 24
3.5.2 Cuantificacion de grupos ProteiCOS........cccvivveieereeriesieesirerieseesreseesaenaens 31

3.6 ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE EXTRACCION........ccccocevevernnn. 32
3.6.1 Analisis DIMeNSIONal ...........ccooviiiiiiieieiesece e 33
3.6.2 Teoria de [a SEMEJANZA ........cccveivveiieieieece e 34

3.7 LISTADE REACTIVOS.....coo ottt 35
3.8 LISTADE EQUIPOS ...ttt 35
CAPITULO IV ..ttt 37
DISCUSION DE RESULTADOS .......ootiiiiiieicie et 37
4.1 ANALISIS DE RESULTADOS DE LABORATORIO .....ccvvvveiiieen. 37
4.2 BASES DEL ESCALAMIENTO ....coiiiiiiiieiee et 43
CONCLUSIONES . ... e e e, 54
RECOMENDACIONES . ... e e e 55
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........coveveeeeeetieeseesreteessesissesessess s 56



Indice de tablas

INDICE DE TABLAS

Tabla N°1 Principales métodos para la cuantificacion de proteinas y sus

rangos de sensibilidad.................cooi 12
Tabla N°2 Principales métodos para la cuantificacion de proteinas, con sus

ventajas € INCONVENIENTES ..........ovritii it 13
Tabla N°3 Contenido de cada pozo en los geles estudiados............................. 39
Tabla N°4Valores de concentracion en funcion a las diferentes condiciones de

operacion estudiadas. ........o.ovuiieiiiii i 39
Tabla N°5 Porcentaje de rendimiento del proceso a las diferentes condiciones

BSEUAIAAAS. ...t 42
Tabla N°6 Dimensiones del tanque de preparacion de la solucion de NaOH......... 45
Tabla N°7 Estudio de volumen de mezcla amaranto/solvente............................ 47



Indice de figuras

INDICE DE FIGURAS

Figura N°1: Plantas de Amaranto............coeeueeniiniiriniiniainreeeieaeireeeeenannns 7
Figura N°2: Esquema General del Proceso ............ocooivviiiiiiiiiiiiiiiiiainn. 19
Figura N°3: Muestra luego de la centrifugacion...................ocooiiiiiiiiiiininn.. 22
Figura N°4: Kit de Bio-Rad Laboratories para la electroforesis en gel.................. 23
Figura N°5: Pasos para el montaje del moldedelgel...............oooiiiiiiii, 24
Figura N°6: Representacion gréafica del recorrido de las muestras a traves del gel
durante 1a electroforesiS. ... ..ovve e 26
Figura N°7: Caracteristicas principales de la celda y gel de electroforesis..............27
Figura N°8: Gel revelado con latincionde plata...............ccooooiiiiiiiiiin.n, 29
Figura N°9: Microplaca usadas para ¢l método de Bradford............................. 31
Figura N°10: Gel 1. Estudio electroforético...........oovvvvririiiiriiiiiiiiiiieeenns 37
Figura N°11: Gel 2. Estudio electroforético.............cooooeiiiiiiiiiii, 38
Figura N°12: Estudio de cuantificacién de proteinas mediante el método de BCA... 43
Figura N°13 Diagrama de Flujo de Procesos de la planta a escala piloto............... 44
Figura N°14: Grafica del nimero de potencia en funcion del Reynolds................. 49
Figura N°15: Especificaciones del Tanque de Agitacion.............................e... 54



Introduccion

INTRODUCCION

A nivel mundial existen altos niveles de desnutricion en poblaciones de bajos
recursos, teniendo en comun la deficiencia del consumo de proteinas. Esta
problematica es la principal causante de muchas enfermedades como la enfermedad
de Kwashiorkor. EI amaranto es un cultivo que ha sido olvidado a lo largo de la
historia a pesar de poseer un alto nivel nutricional, conteniendo en sus estructuras una
mayor cantidad de proteinas en comparacion con otras plantas como la espinaca, es
por esto que en el presente trabajo se propuso un escalamiento del proceso de
extraccion de proteinas totales a partir de la harina de la hoja de amaranto, tomando
en consideracion algunas de las variables del procesos (tiempo de agitacion de la
mezcla harina/solvente, temperatura de extraccion y nimeros de lavados con solvente
fresco). La propuesta de escalamiento contemplé llevar el proceso desde la escala de

laboratorio hasta una escala piloto.

Para cumplir con los objetivos planteados se realizaron ensayos de laboratorio
variando los pardmetros mencionados anteriormente. Se tom6 como base el proceso

desarrollado por R. Juan y colaboradores para el afio 2007.

Para determinar los tipos de grupos proteicos y la cantidad de proteinas totales
presentes en las muestras se usaron métodos como la electroforesis en gel de
poliacrilamida y de cuantificacion por BCA respectivamente. EI comportamiento de
las variables estudiadas permiti¢ establecer unas condiciones Optimas de extraccion
que fueron utilizadas como base para el desarrollo del proceso de extraccion de

proteinas de la hoja de la planta de amaranto.
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CAPITULO I

FUNDAMENTOS DE LA INVESTIGACION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Venezuela cuenta con una poblacién total aproximada de 28 millones de habitantes
(The World Bank, IBRD & IDA (s.f)), de los cuales alrededor de un 12% se
encuentra en estado de subnutricién (Food and Agriculture Organization (FAO),
2010). Se estima de igual forma que los casos de malnutricion infantil por falta de
peso y por retraso en el crecimiento oscilan entre un 5y 13% de la poblacion total del
pais (FAO, 2010). Una posible solucion a dicha problematica podria ser el desarrollo
de un cultivo poco aprovechado en la actualidad y que histéricamente ha sido
olvidado a pesar de que posee propiedades nutricionales extraordinarias, como es el
caso del amaranto (amaranthus dubius), planta conocida mayormente con el hombre
de Bledo o Pira. Una de sus principales propiedades es que cuenta con un contenido
proteinico comparativamente superior a plantas similares, como la espinaca, ademas
de la presencia de aminoacidos esenciales como lisina y metionina (encargados de
funciones vitales para el organismo como lo es su participacion en la sintesis
hormonal (Mufioz, 2009), alto contenido de fibra, calcio, hierro y vitaminas Ay C
(Alimentacién Sana, 2010). Asimismo, es una planta muy adaptable a condiciones de
crecimiento limitadas en agua y nutrientes minerales, resiste mucho el calor extremo.
La calidad de proteina de amaranto y su perfil de aminoécidos esenciales permite la
elaboracion a gran escala de diversos productos con excelentes relacion costo-

beneficio. Se puede usar la hoja fresca y seca, el grano seco molido, el grano seco
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reventado, y con combinaciones como complemento alimenticio e incluso es posible
realizar extracciones proteicas con el fin de enriquecer otros alimentos. En este
Trabajo Especial de Grado se plantea realizar extracciones de proteina total
proveniente de la hoja de la planta, debido a que existen numerosos estudios
realizados al grano y como se sabe la hoja también posee un notable contenido
proteico que deberia ser aprovechado, tomando como referencia un procedimiento de
extraccion de proteinas ya establecido (R. Juan y col. 2007) con la finalidad de
obtener un producto que pueda ser utilizado por las industrias de alimentos para
enriquecer los mismos y de esta manera combatir los problemas de nutricién de las

poblaciones de bajos recursos.
1.2 ANTECEDENTES

e En el afio 2007 Juan y col. realizaron un estudio titulado “Caracterizacién
proteica de las semillas de once especies de Amaranto”. El objetivo de este
estudio fue determinar la composicion aminoacidica y perfil proteico de las
semillas de once especies de amaranto. El perfil proteico se estudié mediante
electroforesis en el gel desnaturalizante y cromatografia de filtracion. Este
perfil fue similar en todas las especies. Los resultados mostraron el potencial
que tienen estos cultivos silvestres. A las muestras que se estudiaron se le
hicieron extracciones a partir de las semillas molidas usando hidréxido de
sodio como solvente.

e Enelafo 2007 Acevedo y col. realizaron un estudio titulado “Valor nutritivo
del Bledo (amaranthus spp) identificado en el municipio Moran, Estado
Lara” en el cual se determind el valor nutritivo mediante la composicion
quimica y mineral. Llegando a los siguientes resultados: Se identificaron tres
(3) especies de amaranto como las mas abundantes amaranthus dubius,
amaranthus espinosus y amaranthus gracilis, siendo la de mayor abundancia
el amaranthus dubius. Se determiné que los amarantos identificados poseen
una concentraciéon de proteinas de 18% aproximadamente. También se

compardé la cantidad de proteina para cada tipo de amaranto segun las
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diferentes estructuras (tallo, hojas e inflorescencia), siendo la hoja la
poseedora del mayor contenido proteico para todas las especies.

En el afio 2010 Bénoli L. llevo a cabo la evaluacion del proceso de extraccion
de proteinas totales del follaje de amaranto, empleando NaOH 0,2% (m/v)
como solvente extrayente y harina de hojas de Amaranthus dubius, enfocado
en el efecto de determinadas variables sobre el rendimiento de extraccion. Se
disefid un experimento completamente aleatorio de tres factores fijos (relacion
masa de harina de hoja de amaranto/volumen de solvente, carga de solvente y
tiempo de agitacion) con tres niveles cada uno. Para el factor relacion masa de
harina/volumen de solvente se establecieron los niveles de dilucion 1:10, 1:12
y 1:15. Para el factor carga de solvente se usaron los niveles, una, dos y tres
cargas con solvente fresco, empleando, para cada carga, el volumen
correspondiente a las relaciones masa/ volumen evaluadas. Para el factor
tiempo de agitacion se emplearon los niveles: 1, 2 y 3 horas. EI mayor
rendimiento de extraccion se obtuvo con la dilucion 1:15, 2 horas de agitacion
y 3 cargas de 15 mL cada una

1.3 OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.3.1 General

Establecer los pardmetros basicos requeridos para el escalamiento del proceso de

extraccion de proteina total a partir de hojas de amaranto (amaranthus dubius) a

escala piloto.

1.3.2 Especificos

Realizar una revision bibliografica correspondiente a los procesos de
extraccion de proteina total de amaranto y métodos de escalamiento (Analisis

Dimensional y Teoria de las Semejanzas).
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Evaluar los parametros relacionados con la extraccion de proteina total de la
hoja de amaranto con experimentos de laboratorio (variables: tiempo de
agitacion, temperatura de extraccion y nimero de lavados)

Analizar la influencia de los parametros estudiados con relevancia del proceso
de extraccion de proteina total de amaranto.

Proponer un escalamiento a escala piloto de la fase de extraccion de proteina
total de amaranto usando los parametros relevantes del proceso.
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CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 EL CULTIVO DE AMARANTO

El amaranto es una planta que pertenece a la familia de las amarantaceas; segun
evidencias arqueoldgicas se cree que es originario de Puebla, México. Se ha cultivado
desde Arizona y Nuevo México en Estados Unidos, hasta Pert y Bolivia. Su nombre
significa vida eterna debido a que crece en tierra poco fértil y con una minima

cantidad de agua (Amarantum, 2005).

Tiene un alto contenido de proteinas (15 al 18 %) con respecto al maiz, trigo y arroz
mejorados genéticamente, el cual oscila entre 10 y 13%. Ademas su calidad proteica
es superior comparativamente, ya que es la Unica proteina entre los vegetales de su
tipo que contiene todos los aminoacidos esenciales (aquellos que el organismo no
puede producir, por lo que se hace indispensable consumirlos en la dieta diaria),
como la leucina, lisina, valina, metionina, fenilalanina, treonina e isoleucina. Estos
aminoacidos, basicos para la buena salud del organismo se encuentran en mayor
proporcién en la proteina del amaranto. En general, los cereales tienen una
deficiencia de lisina, por lo tanto éste constituye un aminoacido limitante en muchas
de las proteinas de origen vegetal. EI amaranto, por el contrario, contiene el doble de
lisina que la proteina del trigo, el triple que la del maiz y es equiparable en contenido
a la proteina en leche de vaca, la cual se considera el estandar de excelencia

nutricional. Las hojas contienen mucha fibra, vitamina A, C, asi como hierro, calcio y
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magnesio. EI amaranto es, por lo tanto, un complemento con alta calidad nutricional y

balanceado en comparacion con los cereales convencionales (Amarantum, 2005).

La calidad de la proteina del amaranto y su perfil de aminoacidos esenciales permite
la elaboracion a gran escala de una diversa gama de productos con excelentes relacion
costo-beneficio debido a la simplicidad asociada a su cultivo, resistencia a plagas y

crecimiento en condiciones ambientales extremas.

La planta contiene entre un 5 y 8% de grasas saludables. Destaca la presencia de
escualeno, un tipo de grasa que hasta ahora se obtenia especialmente de tiburones y
ballenas, la cual es usada como adyuvante (sustancia que potencia, de forma no
especifica, la respuesta inmunitaria frente a un antigeno) en algunos tipos de vacunas
contra la gripe y el paludismo. El aceite de amaranto es de buena calidad y el
contenido es superior al de maiz, cereal que se emplea comercialmente como fuente
de aceite; contiene altos niveles de acido linoleico. El aceite no tiene colesterol y las
semillas practicamente no tienen sustancias que favorecen la adsorcion de nutrientes

tan frecuentes en leguminosas como soja (Alimentacion Sana, 2010).

Es una planta con mucho futuro, dado que aparte de su interés nutricional también se
puede aprovechar en la elaboracion de cosmeéticos, colorantes e incluso plasticos
biodegradables (Amarantum, 2005).

Por su elevado nivel nutricional, desde 1979 la Academia de Ciencias de los Estados
Unidos de Norte América (NAS, por sus siglas en inglés) y la Organizacion para la
Alimentacién y Agricultura de las Naciones Unidas (FAQ) determinaron al amaranto
como uno de los cultivos en el mundo con un elevado potencial para su explotacion
econdmica y nutricional a gran escala, ademas de calificarlo como el mejor alimento

de origen vegetal para consumo humano.
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Figura N°1. Plantas de Amaranto.

En la figura N°1 se puede observar un sembradio de Amaranto donde se puede

observar sus inflorescencias caracteristicas.
2.1.1 Productos alimenticios desarrollados a partir del amaranto

Existen diversos productos nutricionales destinados a mejorar la dieta de deportistas,
personas de la tercera edad y nifios, estos productos son complementos alimenticios
enriquecidos con proteina proveniente del amaranto. Por otra parte, la harina de
amaranto puede ser usada como sustitutivo de la harina de trigo, de manera de
obtener un alimento hipoalergénico destinado a personas con intolerancia al gluten.
Un ejemplo de ello son los panificados a base de harina de amaranto, los cuales cabe
destacar contienen un mayor contenido nutricional. Sélo en Europa hay mas de diez
millones de personas con este padecimiento; dato que permite dimensionar la

potencialidad de estos productos en el mercado (Alimentacion Sana, 2010).
2.2 LAS PROTEINAS

Las proteinas son macromoléculas con un elevado peso molecular que desempefian el
mayor nimero de funciones en las células de todos los seres vivos. Por un lado,
forman parte de la estructura basica de los tejidos (musculos, tendones, piel, ufias,
etc.) y, al mismo tiempo, desempefian funciones metabdlicas y reguladoras
(asimilacion de nutrientes, transporte de oxigeno y de grasas en la sangre,

inactivacion de materiales toxicos o peligrosos, etc.) También son los elementos que
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definen la identidad de cada ser vivo, ya que son la base de la estructura del cédigo
genético (ADN) y de los sistemas de reconocimiento de organismos extrafios en el
sistema inmunoldgico. Las propiedades de cada una de las proteinas al igual que su
funcionalidad dependen de la secuencia de aminoacidos que la componen (Mufioz,
2009).

2.2.1 Caracteristicas

Las proteinas son largas cadenas de aminoacidos unidas por enlaces peptidicos entre
el grupo carboxilo (-COOH) y el grupo amino (-NH,). La secuencia de aminoacidos
en una proteina esta codificada en su gen (una porcion de ADN) mediante el cédigo
genético. Se pueden considerar biopolimeros debido a que estdn conformadas por la
repeticion de unidades simples (mondmeros) y éstas a su vez estdn conformadas
esencialmente por carbono, oxigeno, hidrégeno y nitrogeno y casi todas poseen
azufre en su estructura. Las proteinas también pueden trabajar juntas para cumplir una
funcion particular, a menudo asocidndose para formar complejos proteicos estables
(Murray, 1988).

2.2.2 Clasificacion de las Proteinas (Alimentacion Sana, 2010)

Las proteinas se clasifican de acuerdo a diversos pardmetros dentro de los cuales

destaca el contenido de aminoacidos esenciales y su estructura quimica.
e Contenido en aminoacidos esenciales:

v' Proteinas completas o de gran importancia bioldgica: si contienen los
aminoacidos esenciales en cantidad y proporcién adecuadas. Generalmente
provienen de fuentes animales.

v Proteinas incompletas o de bajo valor biolégico: son aquellas que presentan
una relacion de aminoacidos esenciales escasa. Generalmente, provienen de
fuentes vegetales. Las legumbres y los frutos secos son deficitarios en

metionina, mientras que los cereales son deficitarios en lisina.



Capitulo 11

e Segun su estructura quimica:

v" Simples: son aquellas que al hidrolizarse sélo forman grupos aminoacidos.
Incluyen la albdmina del huevo, las globulinas del plasma sanguineo, las
prolaminas, el colageno, etc.

v" Conjugadas: son aquellas formadas por la unién de una fraccién nitrogenada
y otra fraccion de naturaleza no proteica. En este grupo se encuentran las
lipoproteinas (que combinan proteinas y lipidos), las glucoproteinas y
mucoproteinas, las metaloproteinas (como la hemosiderina o ferritina), las
fosfoproteinas y las nucleoproteinas (formadas al combinarse una proteina

simple con un &cido nucleico - ADN, ARN).
2.2.3 Extraccion de proteinas

La extraccion solido-liquido es un proceso en el que un disolvente liquido se pone en
contacto con un sélido pulverizado de manera que se produzca la disolucion de uno

de los componentes del solido (Lixiviacion, 2008).

La extraccion con solventes se basa en la afinidad que puede tener uno o varios
componentes del soluto con el solvente (Lixiviacion, 2008). Existen diversos medios
capaces de solubilizar proteinas, como agua, soluciones salinas, alcoholes etc. Para
efectos de este Trabajo Especial de Grado se utilizara como solvente una solucion
salina de hidroxido de sodio capaz de solubilizar las proteinas de mayor interés para

el consumo humano presentes en la hoja de la planta de amaranto.
2.2.4 Meétodo de identificacion de grupos proteicos (Garcia, 2000).

Electroforesis en Gel: es un grupo de técnicas analiticas empleadas para separar e
identificar moléculas basandose en propiedades como el tamafio, la forma o el punto
isoeléctrico. La electroforesis se refiere a la fuerza electromotriz empleada para
desplazar las moléculas a través del gel. Las moléculas se dirigen al catodo y al &nodo

a diferentes velocidades segun sea su carga.
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El gel es un polimero entrelazado de porosidad controlable, el cual es preparado
segun el tipo de muestra a estudiar, es decir, para identificar acidos nucleicos o
proteinas. Dicha porosidad es la que permite poder separar las moléculas presentes en
la soluciéon de estudio. EI gel esta constituido por dos secciones (apilamiento y
separacion). Existen diversas soluciones Ilamadas marcadores moleculares o
estandares las cuales contienen mezclas de grupos proteicos con conocido peso

molecular usadas para identificar las muestras desconocidas.

Existen técnicas mas sofisticadas con herramientas mas costosas que suelen usarse
para analisis mas complejos, como por ejemplo las técnicas de inmunodifusién radial,
inmunodifusién doble o técnica de Ouchterlony, etc., pero en este caso en particular
se utilizara la electroforesis en gel por su simplicidad y disponibilidad de los

materiales y reactivos de trabajo.
e Aplicaciones

v" Acidos Nucleicos: en este caso se utiliza un gel de agarosa y la direccion de
migracion es del electrodo positivo al negativo, esto se debe a la carga negativa
presente en el esqueleto azlcar-fosfato.

v Proteinas: en este caso se utiliza un gel de acrilamida y bis-acrilamida. Las
proteinas no tienen una estructura predecible como los &cidos nucleicos, es por
ello que la velocidad de migracién no son similares entre ellas, incluso pueden
estar en su punto isoeléctrico razon por la cual no migran, ante esta situacién en
particular se desnaturalizan las proteinas usando un detergente que proporciona
una carga negativa neta a la molécula, es decir, dependerd del tamafio de la

misma. La migracion dependera del tamafio de la molécula exclusivamente.

e Revelado y visualizacion

Una vez completado el proceso electroforético se pueden adicionar colorantes

especificos de manera de hacer visibles las moléculas. En el caso de los acidos
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nucleicos se debe usar bromuro de etidio y en el caso de las proteinas se usa la tincion
de plata, azul de coomassie o tincion fluorescente. Una vez finalizado el proceso de
tincion se puede realizar la interpretacion de los resultados por comparacion con el

marcador molecular usado como referencia en el gel.
2.2.5 Meétodo de cuantificacion de proteinas

Existen diferentes métodos para la cuantificacion de proteinas. Muchos de estos
métodos se basan en la propiedad intrinseca de las proteinas para absorber luz en el
espectro ultravioleta (UV), para la formacion de derivados quimicos o la capacidad

que tienen las proteinas de unir ciertos colorantes.

En la tabla N°1, se recogen los métodos mas usados asi como sus respectivas
sensibilidades. Cada uno de estos métodos tiene sus ventajas e inconvenientes, las
principales se recogen en la tabla N°2.

Tabla N°1: Principales métodos para la cuantificacion de proteinas y sus rangos
de sensibilidad (Fernandez y Galvan, s.f.).

. Rango de Coeficiente de extincion o célculo de
Método o .
sensibilidad (ng) la concentracion
Métodos de €= 1 mL/mg cm
Abi(\)l‘Clon 100-3000 €5 = 31 mL/mg cm
Azso 3-100 Proteina (mg/mL) = (1,55A ;-
A_-A 25-700 ) 260
A280 ] A260 5-180 Proteina (mg/mL) = (A235 - Azso)/2'51
A235 A280 2-45 Proteina (mg/mL) = (A . A - 6)/0,6
A224 ] A236 Proteina (ug/mL) = 144(A2 5 A 225)
215 225
Métodos Derivados Colorimétricos
Biuret 1000-10000 g, = 0,06 mL/mg cm
25-100 a 500 nm
Lowry 2-30 a 660 nm Usar curva estandar
1-2a 750 nm
Bradford 1-15 N 81 mL/mg cm
BCA 0,5- 10 Usar curva estandar
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Métodos Derivados Fluorimétricos

1-5A a 340 nm

excitacion

a475nm

emision

o-ftalaldehido Usar curva estandar

En la tabla N°2 se muestran las ventajas e inconvenientes de cada uno de los métodos

para cuantificacion de proteinas.

Tabla N°2: Principales métodos para la cuantificacion de proteinas, con sus
ventajas e inconvenientes (Fernandez y Galvan, s.f.)

Método Ventajas Inconvenientes
Métodos de No se pierden las Interfieren muchos compuestos que
Absorcién muestras absorben en el UV

Métodos Derivados Colorimétricos

Bastante especifico
para proteinas
Biuret Muestra pocas Tiene poca sensibilidad
interferencias
Es barato
No todas las proteinas reaccionan igual
Tiene bastante Muestra muchas interferencias como
Lowry - A L
sensibilidad detergentes no idnicos, sulfato aménico
etc.
Bradford Muy sensible Muestra interferencias con detergentes
Es el método més sensible
BCA : .
Es el que muestra menos interferencias

Métodos Derivados Fluorimétricos

o-ftalaldehido

Muy sensible

La interferencia de aminas contaminantes
en la muestra
No todas las muestras reaccionan igual

e Método de BCA (Fernandez y Galvan, s.f.).

El acido bicinconinico, sal sodica, es un compuesto capaz de formar un complejo

1+
purpura intenso con iones Cu en medio alcalino. Este reactivo forma la base de un

método analitico capaz de monitorizar el idén cuproso producido en una reaccion entre
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2+
las proteinas con Cu en medio alcalino (reaccion de Biuret). La estabilidad del

reactivo y el cromdforo proporciona un método para la cuantificacion de proteinas
que es sencillo, rapido, muy sensible, y que muestra una gran tolerancia a compuestos

que afectan a otros métodos.

En este Trabajo Especial de Grado se usard el método de BCA, debido a la
disponibilidad que existe de todos los reactivos y equipos necesarios en los
laboratorios; ademéas del hecho de que el limite de deteccion se ajusta a las

determinaciones realizadas.
2.3 ESCALAMIENTO (PID eng & tech, s.f).

El escalamiento a realizar en este Trabajo Especial de Grado implica llevar un
proceso de escala laboratorio a una escala piloto, se hace importante entonces
entender con claridad como se define cada una de estas escalas. A continuacion se
hace una breve resefia acerca de que significan o a que se refieren los términos

laboratorio y piloto.

En una escala de laboratorio se llevan a cabo aquellos procesos que implican
generalmente cantidades pequefias de materia prima y otros suministros usando
equipos e instrumentacion basica de laboratorio, como por ejemplo beakers, cilindros

graduados, platos de agitacién magnética, espectrofotometros, etc.

A diferencia de la escala de laboratorio, el fin que se persigue al disefiar, construir y
operar un proceso a escala piloto o una planta piloto es obtener informacion sobre un
determinado proceso fisico o quimico, que permita determinar si el proceso es técnica
y econdmicamente viable, asi como establecer los parametros de operacion éptimos
de dicho proceso para el posterior disefio y construccion de la planta a escala

industrial.
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2.3.1 Aplicaciones de las plantas piloto.

La investigacion para el estudio de nuevos procesos fisico-quimicos, o para la mejora
de procesos ya existente se lleva a cabo en plantas a escala piloto, reduciéndose asi
los costes asociados a la inversion y a los gastos fijos de operacion inherentes a una
planta industrial. Igualmente, se utilizan plantas piloto para la investigacion de
bioprocesos, 0 procesos quimicos que involucran organismos 0 sustancias
bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos. En el caso de un
biorreactor se debe mantener un ambiente bioldgicamente activo y propicio para el
organismo que se cultiva, por lo que el control de las variables de proceso es critico.
En el caso de procesos cataliticos, se emplean plantas piloto para el ensayo de nuevos
catalizadores, con el objeto de estudiar su actividad y selectividad para una

determinada reaccion quimica y de optimizar las variables de proceso.

Por ultimo, también se utilizan plantas piloto como equipamiento cientifico para

educacion en Universidades, o como sistemas para demostracion.

El término “Planta Piloto” abarca un amplio rango de escalas, desde plantas inclusive
a escala laboratorio hasta plantas a escala semi-industrial. Los avances tecnoldgicos
en distintas &reas (electronica, comunicaciones, micromecanizado, etc.) han hecho
posible que hoy dia se disponga de instrumentacion y dispositivos adecuados para el
disefio y construccion de plantas a escala muy reducida, plantas a microescala,
capaces de operar en idénticas condiciones de presion y temperatura que las plantas
industriales. Estos avances ha conducido igualmente a que estas plantas a microescala
cuenten con sistemas de adquisicion de datos, supervision y control (sistemas
SCADA) y puedan ser automatizadas, de manera que la produccion experimental se
multiplique y se reduzca, asi, considerablemente el tiempo necesario para el estudio y

la optimizacion de un proceso fisico-quimico concreto.

Una planta piloto debe ser mucho mas flexible que una planta a escala industrial en
cuanto al rango permisible de sus parametros de operacion o variables de proceso, ya

gue una planta industrial opera siempre en las mismas condiciones, mientras que una
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planta piloto, por el hecho de estar destinada a la investigacion o estudio de un
proceso, debe permitir trabajar en un amplio rango de valores de temperatura,
presion, etc., de manera que puedan realizarse experimentos 0 ensayos con valores

bien distintos de las variables de proceso y poder determinar, asi, los valores 6ptimos.

Aunque, en los ultimos afios se han desarrollado diversas herramientas para
simulacion de procesos por ordenador, estos sistemas no pueden sustituir a las plantas
piloto, ya que no son capaces de predecir el comportamiento de nuevos procesos, de

los que no existen datos disponibles, ni de procesos complejos.

Las plantas piloto reducen el riesgo asociado con la construccion de plantas de gran
escala, siempre y cuando hayan sido disefiadas y operadas correctamente.

2.3.2 Analisis Dimensional (Calleja, 1999).

Cuando en un fendmeno fisicoquimico se conocen todas las variables que intervienen
pero se desconoce la relacion exacta que existe entre ellas, debido a la dificultad de
integracion de las ecuaciones diferenciales u otras causas, el andlisis dimensional
puede ser un instrumento adecuado para facilitar el establecimiento de una relacion
empirica entre dichas variables, resultando de gran utilidad tanto para la planificacién
de experimentos como para la interpretacion de los resultados obtenidos en los

mismos.

El método de analisis dimensional opera agrupando las variables que intervienen en
el fendbmeno en un conjunto de combinaciones sin dimensiones fisicas denominadas
moédulos o “niimeros adimensionales”. De este modo la ecuacion empirica que
relacione las variables entre si podra expresarse en funcion de dichos modulos, en

lugar de hacerlo en funcion de cada variable por separado.
El analisis dimensional se fundamenta en los siguientes principios:

e Todas y cada una de las magnitudes fisicas pueden expresarse como un producto

de potencias de un reducido nimero de magnitudes fundamentales.
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e Las ecuaciones que representan fendmenos fisicoquimicos han de ser
dimensionalmente homogéneas. Es decir, todos los términos aditivos de sus
miembros han de tener las mismas dimensiones en el sistema de magnitudes
elegido.

e Cualquier relacion general entre magnitudes fisicas puede expresarse en funcion
de un conjunto de nameros adimensionales que contengan las variables que
intervengan en el fendmeno y las constantes dimensionales del sistema de

magnitud utilizado.

Para obtener los modulos adimensionales que caracterizan un fendmenos fisico-
quimico se emplean tres métodos, dos de los cuales son algebraicos: los de Rayleigh
y de Buckingham, y uno que no lo es: el método de las ecuaciones diferenciales. Para
efectos de este Trabajo Especial de Grado se usard Unicamente el primero de ellos,

por mayor sencillez y amplia utilizacion.

El método de Rayleigh fue propuesto en 1899, constituye un procedimiento simple y

directo de agrupar las variables en nimeros adimensionales.
2.3.3 Cambio de escala en procesos quimicos (Calleja, 1999).

En los estudios de investigacion y desarrollo de los procesos quimicos uno de los
problemas que tiene mas atencion y es complejo es la extensién y aplicacion de los
resultados de laboratorio a escala industrial y comercial, es decir, el denominado

cambio de escala.

La operacion de cambio de escala requiere pasar de manejar cantidades que oscilan
entre los gramos y kilogramos, a hacerlo con cantidades que frecuentemente se
extienden desde las toneladas hasta los miles de toneladas; Su objetivo es reproducir
en escala superior los resultados alcanzados en el laboratorio. En términos practicos,
se trata de obtener al menos las mismas conversiones, selectividades y rendimientos
cumpliendo con las especificaciones exigidas. En este Trabajo Especial de Grado el

escalamiento se realizara desde la escala de laboratorio hasta la escala piloto.
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Pasar de la escala de laboratorio a escala piloto no es tarea sencilla, es necesario
realizar una serie de experimentos complementarios que permitan obtener toda la

informacidn necesaria en el minimo tiempo y costo posible.
2.3.4 Consideraciones del cambio de escala (Calleja, 1999).

Cuando se hace el cambio de escala hay que tener en cuenta que los sistemas de
transformacion de materia son sistemas complejos, en el sentido de que estan
formados por un gran nimero de elementos que se encuentran conectados por
numerosas variables, y que tienen que satisfacer, ademas de las leyes de equilibrio y
de cinética quimica, los balances de materia, cantidad de movimiento y energia para

cada una de las fases presentes.

Todos los procesos quimicos implican, ademas de la conversién quimica, diversos
fendmenos que no actian de modo independiente sino acoplados de forma
simultanea. Entre estos se encuentran: los equilibrios termodindmicos fisicos y
quimicos, las reacciones quimicas paralelas, la transmisién de calor, la transferencia

de materia y la circulacién de fluidos.

Cuando uno de los fendmenos que determina la velocidad con que transcurre el
proceso global es mucho mas lento que los demaés, se denomina etapa controlante y
las ecuaciones que han de considerarse en el disefio resultan simplificadas en cada

caso particular dependiendo de cual sea el fendmeno mas lento.
2.3.5 Teoria de la Semejanza (Calleja, 1999).

Se ocupa unicamente de la forma de los sistemas fisicoquimicos, prescindiendo del
resto de sus caracteristicas (tamafio y composicion), entendiendo por forma no sélo la
que se refiere a la geometria de los equipos sino a los perfiles de las propiedades
intensivas en el interior de los mismos: perfiles de velocidad, fuerza o presion,

temperatura y concentraciones. En la teoria de las semejanzas, se parte del
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conocimiento previo de los modulos adimensionales que caracterizan los principales

mecanismos que controlan el proceso.

Para poder determinar las condiciones que han de cumplirse para cada uno de los
tipos de semejanza es necesario establecer previamente la existencia en maqueta
(escala de partida) y prototipo (escala de llegada) de los denominados puntos
correspondientes, aquellos que mantienen una relacion constante entre sus
coordenadas de posicion (X, y, z) en ambas escalas, de modo que se cumple la

siguiente relacion:

X [y = y'/y =7/, =K; Ecuacion 2.1

Donde K¢ se conoce como factor de escala geométrico (X, y, z) son las coordenadas
de posicion de la maqueta o modelo y (X’, y’, z) las coordenadas de posicion en el

prototipo
Se pueden establecer distintos tipos de semejanzas en orden creciente de complejidad:

e Semejanza geométrica: existe semejanza geométrica cuando todos los puntos
del modelo tienen un punto correspondiente en el prototipo y viceversa. Es
decir, todas las dimensiones lineales del sistema aumentan o disminuyen en
una misma proporcion, denominada, como ya se ha indicado, factor de escala
geométrico, K.

e Semejanza mecanica (dindmica y cinematica): dos sistemas son
dindmicamente semejantes cuando, ademas de existir semejanza geométrica
entre ambos, también existe semejanza de los perfiles de fuerza. Por su parte,
la semejanza cinematica (semejanza de los perfiles de velocidad), se encuentra
ligada a la semejanza dinamica debido a que los elementos de fluidos situados
en puntos correspondientes recorreran trayectorias semejantes con velocidades

proporcionales siempre que los sistemas sean dinAmicamente semejantes.
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Semejanza térmica: la existencia de semejanza térmica supone la igualdad de
forma de los perfiles de temperatura en ambas escalas. Para ello, es condicion
previa la existencia no solo de semejanza geométrica, sino también de
semejanza cinematica, como consecuencia de la directa intervencion del
movimiento fluido (conveccion) en la velocidad con que se produce la
transmision de calor lo que determina el perfil térmico.

Semejanza de concentraciones: La semejanza de concentraciones aparece
cuando son semejantes los perfiles de concentraciones en maqueta y prototipo.
Precisa de la existencia previa de semejanza geométrica y cinematica vy,
analogamente al caso anterior, la condicion de semejanza se traduce en la
necesaria igualdad en maqueta y prototipo de todos los mddulos
adimensionales que relacionan velocidades de transporte de materia del
componente de interés por diferentes mecanismos y, en su caso, de su
velocidad de generacion por reaccion quimica.

Semejanza quimica: La velocidad con que transcurren los procesos quimicos
viene determinada por la temperatura y la concentracion de los reaccionantes
que intervienen en la misma. Por ello, la condicion de semejanza quimica
precisa de la existencia de semejanza térmica y de semejanza de
concentraciones, requiriendo la igualdad de maqueta y prototipo de todos los
modulos adimensionales correspondientes a las mismas que intervengan en

cada caso concreto.
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CAPITULO I

METODOLOGIA

3.1 ESQUEMA GENERAL DEL PROCESO

A continuacién en la Figura N°2 se presenta un esquema que permite un mejor

entendimiento del proceso general usado para poder realizar el escalamiento del

proceso de extraccion.

L‘ Preparacion de la materiaprima ‘

' |
u Extraccion de la ’

proteina
I e 1 :
: |
Cuantificacion de grupos Identificacion de grupos
proteicos proteicos

Analisis de variables que influyen en la
extraccion

Escalamiento del proceso ‘

Figura N°2: Esquema general del proceso.
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3.2 REVISION BIBLIOGRAFICA

Se hizo una revision bibliografica que contempld los topicos relacionados con el tema
a tratar, con el objetivo de obtener los conocimientos basicos necesarios para el
entendimiento del proceso. Inicialmente se presento lo referente a la materia prima, es
decir, propiedades y caracteristicas mas resaltantes del amaranto, luego se explico lo
concerniente a proteinas y se dio una explicacion amplia de los procedimientos
utilizados para poder detectarlas y cuantificarlas. Por ultimo, se desarrollo lo relativo

al escalamiento del proceso de extraccion de la proteina.
3.3 PREPARACION DE LA MATERIA PRIMA (Vasco M. Nora L. y col, 1999)

e Se obtuvieron las plantas de amaranthus dubius después de 4 meses de haber sido
cultivadas, para garantizar que estuvieran lo suficientemente maduras para su
procesamiento.

e Una vez en el laboratorio se procedio a la seleccion de Unicamente las hojas de la
planta (sin distincion de tamafio o forma) para posteriormente realizar la limpieza
con agua, con el propdsito de retirar los posibles restos de tierra y suciedad
presentes, teniendo cuidado de no romperlas.

e Después de ser lavadas, se secaron en una estufa a una temperatura de 60° C por
24 horas aproximadamente para garantizar que la cantidad de humedad presente
en ellas fuera la més baja posible.

e Luego de estas 24 horas las hojas fueron molidas con un molino casero marca
MAXI-MATIC® modelo TS-630.

e Para garantizar que el tamafio de las particulas fuera uniforme se procedio a llevar
las hojas molidas a un tamizador Cole Parmer, modelo RX-812, empleando
tamices Cole Parmer. El tamafio usado para la extraccién fue de 70 Mesh que son
aproximadamente 0,0083 pulgadas 0 212 um

e La harina se almaceno en bolsas plasticas herméticas a una temperatura de 4°C

(nevera) para evitar la desnaturalizacion de la proteina.
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3.4 PROCESO DE EXTRACCION (R. Juan y col, 2007).

La evaluacion de los pardmetros que influyen en el rendimiento de la extraccion de

proteinas es de gran importancia antes de realizar el proceso de escalamiento del

mismo. Dicha evaluacion se hizo haciendo cambios en parametros como el tiempo de

agitacion, temperatura de extraccion y nimero de lavados.

El proceso de extraccion de proteinas totales del amaranto que se llevo a cabo a nivel

de laboratorio consistio de los siguientes pasos:

En primer lugar se pesé 0,8 gramos de harina de hoja de amaranto (70 Mesh)
y se agrego el solvente manteniendo una relacion peso/volumen (p/v) de 1:12;
el solvente utilizado durante el proceso de extraccién fue NaOH con una
concentracion de 0,2% plv, preparado a partir de hojuelas puras. Ambos
componentes fueron mezclados en un beaker con una plancha de agitacion
magnética. Cabe destacar que las extracciones se hicieron por triplicado. Se
variaron tres parametros: tiempo (15, 30 y 60 minutos), temperatura (8, 25 y
40 °C) y el nimero de lavados (1, 2 'y 3)

Luego de la agitacion se procedid a la separacion de fases a través de la
centrifugacion de las muestras. La centrifugacion se hizo en un equipo de
marca Beckman, modelo J2-21M, por un tiempo de 15 minutos a 12000 rpm
a una temperatura de 4°C.

Una vez concluida la etapa de centrifugacion se obtuvieron dos productos en
fases bien definidas, la primera de ellas fue el sobrenadante, y la segunda fase
Ilamada pellet, quedd en el fondo del recipiente. El sobrenadante se trasvaso a
un recipiente mientras que el pellet se retird usando una espatula. Ambas fases
fueron dispuestas por separado en dos recipientes herméticos a una
temperatura de 4°C para su posterior estudio.

El pellet obtenido durante la primera centrifugacion fue remezclado y agitado
con el solvente (NaOH 0,2% p/v) en la misma proporcién usada inicialmente

(1:12 p/v) y se repitieron los primeros tres pasos.
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e Los productos obtenidos del paso anterior (sobrenadante y pellet)
corresponden al segundo lavado. ElI nimero de lavados es una variable que
también se sometid a estudio para verificar su influencia sobre la extraccion
de las proteinas. Se plante6 realizar 3 lavados, para verificar mediante
métodos cuantitativos y cualitativos la cantidad y la presencia de proteinas en
las muestras.

e Una vez terminado el proceso de extraccion las proteinas se concentraron en

el sobrenadante.

Sobrenadante

W

Pellet

Figura N°3: Muestra luego de la centrifugacion.

En la Figura N°3 se puede apreciar la diferencia entre el sobrenadante y el pellet o

residuo formado luego de la centrifugacién de una muestra.
3.5 IDENTIFICACION Y CUANTIFICACION DE GRUPOS PROTEICOS

En esta seccion se va a describir cuéles son los métodos que fueron empleados para
identificar los grupos proteicos y para determinar la concentracion de proteina

(cuantificacion) en las muestras a estudiar.
3.5.1 Identificacion de grupos proteicos

El método cualitativo que se empled para verificar la presencia de las proteinas
presentes en la muestra analizada se conoce como electroforesis en gel de

poliacrilamida. Este método permitié determinar si las proteinas presentes en las
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muestras pertenecen al grupo de “proteinas esenciales para el correcto

funcionamiento del organismo” (albUminas y globulinas).

En la electroforesis se utilizaron todos los componentes pertenecientes al Kit

desarrollado por Bio-Rad Laboratories, el cual consiste de lo siguiente:

a) Una camara de electroforesis con dos electrodos.

b) Dos placas de vidrios de 0,75 y 1,5 mm de espesor respectivamente.

c) Un peine de 10 espacios con 0,75 mm de espesor.

d) Un sujetador de placas de vidrio.

e) Un soporte utilizado para colocar el sujetador de placas de vidrio durante la
polimerizacion del gel.

f) Una fuente de poder de hasta 300 voltios.

Figura N°4: Kit de Bio-Rad Laboratories para la electroforesis en gel (Bio-Rad, 2010)

En la Figura N°4, se puede observar todos los elementos antes enumerados que
forman parte del Kit Bio-Rad para tener una idea del equipo que se manipul6 durante

la realizacion de la electroforesis de proteinas.

El método de electroforesis se puede dividir en cuatro partes:
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Parte 1: Montaje del sistema de polimerizacion de ambos geles, preparacion del

gel de separacion y del gel de apilamiento (Stacking)

En primer lugar se hizo el montaje del molde antes de la preparacién de la solucién
colocando los dos vidrios en el sujetador de manera de formar la cavidad necesaria
para darle la forma al gel, posteriormente se colocé el sujetador en el soporte de

sujetador de placas de vidrio como se muestra en la figura N° 5:

Espacio entre |os dos
vidrios (Molde d

Figura N°5: Pasos para el montaje del molde del gel.

En la figura N°5 se muestra el molde donde se vierte el gel de separacion y de
apilamiento. EI espacio formado entre las dos placas de vidrio (molde del gel) fue
Ilenado en primer lugar con el gel de separacién, dejando dos centimetros de espacio
para que luego de la polimerizacién del mismo fuera agregada la seccion de
apilamiento. El gel de apilamiento posee una densidad menor que la del gel de
separacion, esto con la finalidad de que todas las proteinas, sin importar su peso
molecular, se nivelen y lleguen a la seccion de separacion en el mismo instante de

manera que no exista diferencia entre el tiempo de corrida de cada muestra.

Una vez montado el sujetador de vidrios (molde) en el soporte se procedié a la
preparacion del gel de separacion, el cual se realizo de la siguiente manera tomando

como base la preparacion de un solo gel (unos 5 mL de preparacion total):

v' En un “Falcon” (Recipiente cénico de poliestireno similar a un tubo de
ensayo) de 15 mL se vertieron 2,05 mL de agua des-ionizada (milli-Q).
v Se afiadi6 1,65 mL de Monomero de Acrilamida al 30 % (Ver Anexo A).
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v’ Seguidamente se agreg6 1,25 mL del buffer de separacién TRIS-HCI 1,5M a
pH 8,8 (Ver Anexo A).

v Se afiadié 0,05 mL SDS (dodecil sulfato sédico) al 10 % (Ver Anexo A).

v Finalmente se le afiadié 25 y 5 pL de APS (persulfato de amonio) al 10 % y
de TEMED (Tetrametilentilendiamina) respectivamente (Ver Anexo A).

v Se agitd la mezcla cuidadosamente y se vertié en el molde del gel, se debe
recordar dejar el espacio requerido para el gel de apilamiento
(aproximadamente dos centimetros).

v Se dejo polimerizar el gel por una hora aproximadamente.

El procedimiento que se usd para realizar el gel de apilamiento es muy similar al del
gel de separacion, pero en vez de ser usado el TRIS-HCI 1,5M a pH 8,8 se us6 TRIS-
HCI 1M a pH 6,8. De este gel cabe destacar que el tiempo de polimerizacion es
mucho menor al del gel de separacién, por lo que debe colocarse rapidamente en el
molde. Una vez en el molde se le coloc el peine de 10 espacios, el cual al ser
retirado luego de la polimerizacion dejo formado los pocillos requeridos para afiadir

las muestras.

Cabe destacar que el gel fue trabajado siempre dentro de las dos placas de vidrio, es
decir, solo se retird de las mismas para el proceso de revelado una vez realizada la

corrida electroforética.
Parte 2: Preparacion de las muestras

En esta seccion se explica lo que fue la preparacion de las muestras problemas usadas
en el estudio de electroforesis. Se debe recordar que existen diez pocillos disponibles
para dicho estudio, sin embargo en uno de ellos se coloco el marcador molecular de
manera de poder comparar las muestras desconocidas con un estandar. El estandar no
€S mas que una muestra que contiene proteinas conocidas y que se distribuyen segln
su peso molecular a lo largo del gel. EI conjunto de pasos a implementar se explican

a continuacion:
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Se mezcld en un recipiente hermético de 500uL una cantidad de 8 pL de
muestra con 8 pL del buffer de carga (Ver Anexo A), de la misma manera se

prepard el marcador molecular (Amersham RPN 755).

Parte 3: Montaje de la celda de electroforesis

El proceso de montaje de la celda de electroforesis se realizo de la siguiente forma:

v

Se adosé el gel (aun dentro de las placas de vidrio) a la cadmara de
electroforesis.

Se llend la camara de electroforesis con buffer de corrida (solucion
electrolitica) ya preparado previamente (Ver Anexo A).

Se vertié mediante el uso de una micropipeta el marcador molecular en el
primer pocillo del gel.

Se vertié de la misma manera las muestras en los pocillos restantes de manera
ordenada.

Se conectaron los electrodos para comenzar el proceso de la electroforesis a
un voltaje inicial de 60V con el objetivo de permitir el apilamiento de la
muestra por 15 0 20 minutos.

Una vez apilada la muestra sobre el gel de separacion se aumentd el voltaje de
la cdmara hasta unos 120V y se esper0 a que recorriera todo el gel de
separacion. El buffer de carga posee una coloracién azul oscuro, la cual
permitio verificar el avance de las muestras a traves del gel.

La corrida durd aproximadamente 70 minutos para cada gel que se realizo.

Cargade las  Apilamiento de Final de la
muestras lag muestras electroforesis

Direccion de
recorrido de las
muestrag

Figura N°6: Representacion gréafica del recorrido de las muestras a través del gel

durante la electroforesis.
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En la figura N°6 se puede observar la representacion grafica del recorrido de las
muestras a través del gel durante la electroforesis, ademéas de apreciar el distintivo
color azul del buffer de carga, el cual permite ver la ubicacion de las muestras en

tiempo real.

Muestra a estudiar

'_} 7 D
AE—py i
lluﬂcrj r
- e ! <
Gel de Apilamiento 5
0
n
Gel de Separacion 1
. 4
A | Z

Bulfer

Figura N°7: Representacion grafica del montaje de la celda de electroforesis. (Karp,
1998).

En la figura N°7 se muestra una representacion grafica de las caracteristicas

principales del montaje de la celda de electroforesis.

Parte 4: Revelado del gel

Después de finalizada la corrida del gel en la camara de electroforesis se procedio a
desmontarlo teniendo mucho cuidado de no romperlo al separar las placas de vidrio.
Una vez desmontado el sistema, se revelo el gel usando el kit de tincion de plata de
Bio-rad. A continuacion se presenta una lista de las soluciones usadas durante el
proceso de revelado con plata. Cabe destacar que el proceso de revelado aplicado en

este Trabajo Especial de Grado procede de un protocolo ya establecido por Bio-Rad:

e Una solucién con una concentracion (v/v) de 40% metanol, 10% acido
acético, la cual se llama “Fixative 1”. Se prepar6 1000 mL de esta solucion,

los cuales fueron suficientes para revelar la cantidad de geles realizados.
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e Una solucion con una concentracion (v/v) de 10% de etanol y 5% de acido
acético, la cual se llama “Fixative 2”.

e Solucion “Oxidizer”. Esta solucion forma parte del kit Bio-Rad.

e Solucién “Silver Reagent”. Esta solucion forma parte del kit Bio-Rad.

e Solucion “Developer”. Esta solucion forma parte del kit Bio-Rad.

e Solucion “Stop”. Esta solucion tiene una concentracion de 5% (v/v) de acido

aceético.

Una vez establecidas las soluciones a usar solo queda la descripcién del proceso a

seguir para realizar la tincion con plata:

e El gel se sumergid en la solucion “Fixative 1” por un tiempo de 30 minutos.

e Posteriormente se retir0 totalmente la solucion “Fixative 17, sumergiendo
seguidamente el gel en la solucion “Fixative 2” por un tiempo de 15 minutos.

e Una vez cumplidos los 15 minutos se repitio el paso anterior una vez mas.

e Al culminar los 15 minutos del paso anterior se procedio a retirar la solucion
“Fixative 2” y se sumergi0 el gel en la solucion Oxidizer, la cual tifie de color
amarillo al gel en cuestion. Se expone el gel a esta solucion durante un
tiempo de 5 minutos.

e Una vez culminado el tiempo de exposicion al Oxidizer se procedid a realizar
una serie de lavados con agua des-ionizada sumergiendo el gel durante 5
minutos. Se repitieron los lavados hasta que se retird el color amarillo del gel.

e Una vez finalizados los lavados con agua des-ionizada se colocé el gel en la
solucion Developer, en un principio durante un tiempo de 30 segundos.
Finalizados los 30 segundos se retird el Developer y se repitio el paso con la
misma solucién hasta comenzar a observar las bandas caracteristicas que
denotan la presencia de proteina en las muestras estudiadas. Una vez
reveladas estas bandas se detuvo la accién del Developer usando la solucién

“Stop” durante un tiempo de 5 minutos.
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e Finalmente se dejé el gel sumergido en agua des-ionizada por el tiempo

necesario para el estudio del mismo.

t b*” L. B
!
1
!
|

Figura N°8: Gel revelado con la tincion de plata.

En la figura N°8 se puede observar un ejemplo de un gel revelado con el método de la
tincién con plata, donde se puede apreciar la coloracion caracteristica de las bandas

formadas durante la electroforesis.
3.5.2 Cuantificacion de grupos proteicos

Para cuantificar la cantidad de proteina presente en cada una de las muestras
obtenidas en la extraccion se usé el método BCA (&cido bicinconinico) de las
microplacas desarrollada por Thermo Scientific, la cual consistié de los siguientes

pasos:

e Se prepararon 8 diluciones de una proteina estandar que fue representativa de
la solucidn de proteina a ensayar de manera de tener un rango entre 25 y 2000
pg/mL. Se utilizd BSA (albumina bovina) como estandar.

e Se vertieron 25 uL de cada estandar y de cada solucion muestra en una micro-
placa de muestra limpia y seca. Las soluciones con proteinas fueron colocadas
por triplicado.

e Se agregaron 200 pL de solucién previamente preparada con el Kit Thermo
Scientific (Ver Anexo A) a cada recipiente de la micro-placa.

e Seincubaron las muestras a 37 °C por 5 minutos.
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e La microplaca con las muestras ya listas fueron colocadas en un
espectrofotometro, el cual leyd las mismas a una longitud de onda de 562 nm.
e Un programa de computadora integrado con el espectrofotometro report6 los
valores de absorbancia obtenidos a través de una curva de calibracion
construida con los estandares y determiné la concentracion de las muestras
problemas, empleando la ley de Lambert-Beer donde estd planteada una
relacion directa entre la concentracion y la absorbancia obtenida en cada

medida.

Figura N°9: Microplaca usada para el método de BCA

En la figura N°9 se puede observar el tipo de microplaca usada en el ensayo de
cuantificacion de proteinas de BCA, la cual posee una capacidad suficiente para
estudiar 96 muestras.

3.6 ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE EXTRACCION (Calleja, 1999).

Como ya se mencion6 en el capitulo Il el procedimiento que se usO para el
escalamiento de la Etapa de Extraccion de la Proteina procede del método de Analisis
Dimensional y de la Teoria de la Semejanza. A continuacion se mostrara
primeramente el proceso a seguir para realizar el analisis dimensional y
posteriormente se presentard lo que corresponde al analisis de las variables que

influyen en el cambio de escala:
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3.6.1 Andlisis Dimensional

Se expresa una de las variables, Y, generalmente la de mayor interés, como
una funcion potencial de las restantes variables, X;, y de las constantes
dimensionales del sistema de magnitudes elegido, que estardn elevadas a

exponentes a determinar, a;.
Y =C+X;" «X,% x X34 . X,*"  Ecuacion 3.1

Donde C es un factor adimensional, habitualmente relacionado con la

geometria del sistema.

Las variables y constantes dimensionalmente son sustituidas en funcién
potencial por sus ecuaciones de dimensiones, en un mismo sistema de
magnitudes.

Se plantea una ecuacion de condicion de homogeneidad para cada una de las
magnitudes fundamentales, estableciendo que en éstas ha de cumplirse que en
el exponente al que esta elevada cada una de las magnitudes fundamentales en
el primer miembro de la ecuacion ha de ser igual a la suma de los exponentes
a los que se encuentra elevada esa misma magnitud en los términos que
constituyen el producto en el segundo miembro.

Siendo n el numero de variables a considerar, el nimero de incAgnitas
(exponentes a determinar) serd n-1, por lo que si el sistema elegido tiene p
magnitudes fundamentales y por lo tanto p ecuaciones de condicion, el
sistema normalmente estard indeterminado, ya que (n-p-1) > 0. Dicha
circunstancia hace que sea necesario fijar (n-p-1) incognitas para que el
sistema pueda ser resuelto y calcular de ese modo las p incdgnitas
(exponentes) restantes, expresadas en funcion de las fijadas previamente.
Cuando dos o mas ecuaciones de condicion, c, resulten equivalentes,

unicamente una de ellas establece una condicion independiente, por lo que el
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namero de ecuaciones Utiles se reduce a p"= p-c+1 y habria de fijarse un
namero mayor de incognitas (n-p”-1) para obtener las p” restantes.

e Los exponentes asi calculados juntos con los elegidos previamente se
sustituyen en la funcién inicial, agrupandose las variables elevadas a los
mismos exponentes. De este modo se obtiene un modulo adimensional w3
elevado a exponente unidad, que suele mantenerse en el primer miembro,
mientras que en el segundo miembro aparecen (n-p-1) o (n-p’-1) grupos
adimensionales m; elevados a los exponentes fijados previamente,

constituyéndose en las nuevas variables independientes del sistema.

Finalmente, se obtiene una relacion de la forma n; = ¢ (7, ms,...), la cual contiene
algunos maddulos que representan razones con un solo término en el numerador y otro
en el denominador, dichos modulos se denominan factores de forma y suelen

representarse por wy, W, etc. Asi, es frecuente expresar la ecuacion anterior como

TIZl:d) (th, 3, W1, W2,...).
3.6.2 Teoria de la Semejanza

Una vez establecidos los mddulos adimensionales se prosigue a aplicar la teoria de la

semejanza. En primera instancia se verifica si el sistema estudiado cumple con:

e Semejanza geométrica

e Semejanza mecanica (dindmica y cinematica)
e Semejanza térmica

e Semejanza de concentraciones

e Semejanza quimica

A continuacion se hace una lista de equipos Yy reactivos que se usaron durante la

realizacion del trabajo experimental asi como de los equipos necesarios.
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3.7 LISTA DE REACTIVOS

e NaOH al 0,2% p/v (Solvente de la extraccion)

e Monodmero de Acrilamida al 30%

e Buffer de separacion TRIS-HCI 1,5M a pH 8,8

e SDS (dodecil sulfato sodico) al 10 %

e APS (persulfato de Amonio) al 10%

e TEMED (Tetrametilentilendiamina)

e TRIS-HCI1M apH 6,8

e Solucion “Fixative 1” con una concentracion (v/v) de 40% metanol, 10%
acido acetico.

e Solucion “Fixative 2 con una concentracion (v/v) de 10% metanol, 5% &cido
acetico.

e Solucion “Oxidizer”

e Solucién “Silver Reagent”

e Solucion “Developer”

e Solucion “Stop” con una concentracion de 5% (v/v) de acido acético.

e BSA (albumina bovina). Concentraciones entre 1,2 y 10 pug/mL

e Buffer de corrida

e Agua des-ionizada.

3.8 LISTA DE EQUIPOS

e Hojas de amaranto

e Hielo

e Beakers de 250 mL

e Balones aforados de 250 mL a 500 mL
e Picetas

e Espatulas de acero inoxidable

e Micropipetas
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Pastillas de agitacion

Falcons de 15 mL y 50 mL
Bolsas plésticas herméticas
Tijeras

Etiquetas

Kit Bio-Rad de electroforesis
Kit Thermo Scientific para estudio BCA
Estufa

Balanza digital
Refrigeradores estandar
Espectrofotdmetro

Molino de café casero
Tamices

Agitador magnético
Centrifugadoras

Tapabocas

Guantes
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CAPITULO IV

DISCUSION DE RESULTADOS

Capitulo IV

Las tres variables estudiadas durante el proceso de extraccidn de proteina total a partir

de la hoja de la planta de amaranto (amaranthus dubius), entiéndase el tiempo de

agitacion, temperatura y nimero de lavados con solvente fresco ha permitido conocer

la influencia de dichos parametros en la obtencion de este valioso producto, basico y

necesario para una completa alimentacion.

4.1 ANALISIS DE RESULTADOS DE LABORATORIO

Como se sabe para determinar la calidad de la proteina se hizo un estudio de

electroforesis en gel de acrilamida, a través del cual se obtuvieron dos geles.

A continuacion se presentan los geles contenedores de las muestras donde se

estudiaron todos los primeros lavados y las muestras con condiciones criticas para la

desnaturalizacion de proteinas:

31 KDA —
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Figura N°10: Gel 1. Estudio electroforético.
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Figura N°11: Gel 2. Estudio electroforético.

A continuacion se presenta el contenido de cada pozo de cada gel con el propdsito de

lograr un mejor entendimiento en el analisis de los resultados (Figuras N°10 y 11).

Tabla N°3: Contenido de cada pozo en los geles estudiados

Gel |Pozo

Muestra

1

Solo Buffer Muestra

Marcador Molecular

8°C, 60 minutos, ler Lavado

8°C, 30 minutos, ler Lavado

8°C, 15 minutos, ler Lavado

Solo Buffer Muestra

25°C, 60 minutos, ler Lavado

25°C, 30 minutos, ler Lavado

=
O |INOo(n | [W]|N

25°C, 15 minutos, ler Lavado

[EEN
o

Sdélo Buffer Muestra

Solo Buffer Muestra

Marcador Molecular

Solo Buffer Muestra

40°C, 60 minutos, 1ler Lavado

40°C, 60 minutos, 3er Lavado

40°C, 60 minutos, 1ler Lavado

40°C, 60 minutos, 3er Lavado

40°C, 60 minutos, ler Lavado

O INOO|U | [WIN |-

40°C, 60 minutos, 3er Lavado

[EEN
o

Solo Buffer Muestra
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En las Figuras N°10 y N°11 se pueden observar las muestras estudiadas a través de la
electroforesis en gel de acrilamida y reveladas con la tincion de plata, donde se
aprecia la coloracion caracteristica de este método, ademas de observar las bandas
coloreadas en el pozo numero 2 caracteristicas del marcador molecular. Ambos geles
fueron preparados al 12% de acrilamida y en cada pozo se agregaron 8uL de muestra

y 8L buffer muestra.

Se sabe que la albumina y la globulina poseen un peso molecular aproximado de 45 y
35 kDa respectivamente, como se puede observar en ambos geles ambas bandas se
observan en todas las muestras, ademas se observarse otras proteinas de bajo peso
molecular en la parte inferior de los geles. En el gel nimero dos se aprecia que los
terceros lavados muestran una coloracion muy tenue lo que indica que el contenido
proteinico en este lavado es escaso. También se puede observar como las muestras

procesadas a 40°C tienen una coloracion mas intensa que el resto.

Con este estudio se obtuvo un rango similar y amplio de proteinas en todas las
condiciones de extraccion lo que sugiere que a 40 grados no hubo desnaturalizacion
de la proteina. De esa manera se corrobor6 que la condicion éptima no afecta la

calidad proteinica del extracto.

Luego del proceso extraccion de proteina y una vez concluido el estudio de

cuantificacion se obtuvieron los siguientes valores de concentracion.

Tabla N°4: Valores de concentracion en funcién a las diferentes condiciones de

operacion estudiadas.

Temperatura (°C) [ Tiempo (min) | Lavado [ Promedio de Concentracion pg/mL
8,0+0,1 60 1 752,725 +0,001
8,0+0,1 60 2 283,396 +0,001
8,0+0,1 60 3 162,958 +0,001
8,0+0,1 30 1 752,379 +0,001
8,0+0,1 30 2 313,764 +0,001
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Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Lavado | Promedio de Concentracion pg/mL
8,0+0,1 30 3 74,441 0,001
8,0+0,1 15 1 710,450 +0,001
8,0+0,1 15 2 303,239 +0,001
8,0+0,1 15 3 111,021 0,001
25,0 £0,1 60 1 769,449 +0,001
25,0 0,1 60 2 323,123 +0,001
25,0 0,1 60 3 137,988 +0,001

25,0 0,1 30 1 739,468 +0,001
25,0 +0,1 30 2 272,478 +0,001
25,0 £0,1 30 3 98,352 +0,001
25,0 £0,1 15 1 732,862 +0,001
25,0 £0,1 15 2 353,104 +0,001
25,0 £0,1 15 3 128,333 +0,001
40,0 £0,1 60 1 871,790 £0,001
40,0 +0,1 60 2 362,400 +0,001
40,0 £0,1 60 3 131,962 +0,001
40,0 +0,1 30 1 874,620 +0,001
40,0 £0,1 30 2 328,643 +0,001
40,0 £0,1 30 3 134,589 +0,001
40,0 £0,1 15 1 815,393 +0,001
40,0 £0,1 15 2 329,451 +0,001
40,0 +0,1 15 3 110,547 +0,001

En la tabla N°4 se observan los valores promedio de concentracion de las diferentes
condiciones de operacion donde se puede verificar el valor optimo dentro de los

parametros estudiados.

Como se sabe fueron evaluadas tres temperaturas diferentes en el proceso de
extraccion (8, 25 y 40°C). A medida que aumentaba la temperatura aumentaba de
igual forma la concentracion de proteina en el extracto resultante como puede
observarse en el estudio cuantitativo realizado a dichas muestras (Tabla N° 4). Otro
punto importante a destacar es que en los estudios realizados a la temperatura de
40°C no se observd degradacion de los grupos proteicos importantes (albuminas,
globulinas), como se puede observar en las figuras 10 y 11, por lo que en primera
instancia es factible el uso de esta temperatura ya que proporciona una fuerza
impulsora que incrementa la transferencia de masa debido a que la difusividad de un

soluto diluido en liquido es proporcional a la temperatura segin Geankoplis (1998) y
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de esta manera aumenta la eficiencia del proceso, ya que se obtienen mayor cantidad
de proteina en el extracto, sin perder la calidad de la misma.

Ademas de los cambios de temperatura realizados durante el proceso de extraccion se
estudio la posibilidad de realizar varios lavados con solvente fresco al residuo
obtenido de la primera separacion de fases llevada a cabo, como se sabe, a través de
la centrifugacion de la mezcla amaranto/solvente. Tomando en cuenta los resultados
cuantitativos obtenidos del estudio BCA y de lo que se puede observar de los geles de
poliacrilamida, mas de tres lavados con solvente fresco no aporta una cantidad
significativa de proteina total adicional a los lavados anteriores, por lo que haria
innecesario un cuarto, quinto o “n” ntimero de lavados posteriores. Como se puede
observar en la Tabla N°4 los terceros lavados tienen en promedio entre 80 y 90%

menos cantidad de proteina que el primero.

El tiempo de agitacion fue variado tomando como base al tiempo original establecido
por Juan y col. (2007) el cual fue de 30 minutos. Se probd la posibilidad de usar un
tiempo menor y uno mayor al establecido originalmente (15 y 60 minutos
respectivamente). Los resultados obtenidos muestran como el rendimiento del
proceso de extraccién no aumenta significativamente con el aumento del tiempo,
menos de 1% aproximadamente, de igual manera al disminuir el tiempo a 15 minutos
el rendimiento del proceso disminuye en 2% aproximadamente como se puede
observar en la Tabla N°5 y por lo que en conclusion para este parametro no vale la
pena cambiar las condiciones iniciales establecidas por Juan y col. (2007) (30
minutos, 3 lavados y 25°C). Una vez tomadas en cuenta todas las variables estudiadas
se procedio a elegir las condiciones de operacion del proceso de extraccion de
proteinas totales de la harina de amaranto, llegando a que dicha condicién
corresponde a la realizada a una temperatura de 40° C en un tiempo de 30 minutos y
con un maximo de tres lavados con solvente fresco. A estas condiciones la eficiencia
del proceso de extraccion aument0d en aproximadamente 5% con respecto a las

condiciones planteadas por Juan y col (2007).
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Para determinar el rendimiento del proceso se utiliz6 un valor de contenido proteico
en las hojas de la planta igual a 29,75 + 0,94%. Determinado por Bonoli (2010)

mediante el método de Kjeldahl.

Tabla N°5: Porcentaje de rendimiento del proceso a las diferentes condiciones

estudiadas.

Tiempo Temperatura Porcentaje de
(min) (°C) rendimiento
60 8,0 29,98 £ 0,01
30 8,0 28,52 £ 0,01
15 8,0 28,12 + 0,01
60 25,0 30,76 £ 0,01
30 25,0 27,76 £ 0,01
15 25,0 30,36 £ 0,01
60 40,0 34,15+ 0,01
30 40,0 33,45+ 0,01
15 40,0 31,39 +0,01

El porcentaje de rendimiento se obtuvo calculando la cantidad de proteina extraida
durante los tres lavados consecutivos de cada condicion de operacion y comparandola
con el valor de 29,75 £ 0,94% determinado por Bénoli (2010), tomando este ultimo
como el 100% de proteina presente en la hoja, es decir, se toma el 29,75% de la masa
pesada y ese es el valor total de proteinas presente en la muestra, luego a través de la
concentracion y el volumen de extracto se determina la cantidad de proteina extraida,

posteriormente se determina qué porcentaje representa este valor.

Como se puede observar en la tabla N°5 los porcentajes de rendimiento que se
obtuvieron a partir de las diferentes condiciones de operacion sugieren que 30
minutos y 40 °C es la condicion optima dentro del rango de trabajo. Cabe destacar
gue con 40°C y 60 minutos se obtiene mayor porcentaje sin embargo este valor solo
difiere en aproximadamente 1% del antes mencionado y tomando en cuenta que esta

condicion implica usar el doble de tiempo de extraccion, se decidio descartar esta
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opcion, sin embargo se debe estudiar a una mayor escala si la diferencia de
porcentajes es representativa o no entre los tiempos empleados.

Figura N°12: Estudio de cuantificacion de proteinas mediante el método de BCA.

En la Figura N°12 se puede observar el color de la muestras luego de agregado el
reactivo de BCA en la micro placa. El color méas intenso indica mayor contenido
proteico y como se sabe la micro placa es llevada a un espectrofotometro para la

respectiva medicion de las muestras.
4.2 BASES DEL ESCALAMIENTO

Para el disefio a escala piloto del proceso de extraccion de proteinas hay que tomar en
primer lugar la posible ubicacion de la planta, en este caso en las instalaciones del
IDEA (Valle de Sartenejas, Baruta), ademas de las condiciones a las que tiene que
mantenerse la materia prima antes de ser procesada (harina de amaranto), establecer
cuéles son los insumos necesarios y determinar cuales son los equipos requeridos
para llevar a cabo dicho proceso. En la seccion metodolégica se explicé con detalle
cuéles eran las condiciones a la que debia mantenerse la materia prima antes de
iniciar el proceso de extraccién, dichas condiciones de almacenamiento (4°C en
recipientes herméticos) se mantienen sin cambio a pesar de variar la escala. En cuanto
a los insumos, en este caso en particular solo se requiere una solucién de NaOH en

agua destilada al 0,2% pl/v.

A continuacién se muestra un diagrama de flujo de proceso de la planta piloto y sera

explicado a lo largo de esta seccion.
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Figura N° 13 Diagrama de Flujo de procesos de la planta a escala piloto.
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Se planted preparar la solucién de NaOH en un tanque con agitacion, tomando en
consideracién los cuidados que hay que tener al preparar dicha solucién debido a las
caracteristicas quimicas del reactivo (reaccion exotérmica). Tomando en cuenta lo
anterior el material que se recomienda a usar para este tipo de reactivo es acero
inoxidable 316L, ya que este posee una composicion quimica (cromo, niquel y
molibdeno) resistente a la corrosion (Inoxidable, 2006). Este tanque estaria
conectado al tanque de extraccion a través de una seccion de tuberia, donde en primer
lugar el fluido pasara por una bomba centrifuga, de baja potencia (entre 0,5 a 1,5 Hp),
encargada de llevar el solvente desde el tanque de preparacion de NaOH hasta un
intercambiador de calor de tubos y carcasa, el cual calentard la solucion desde una
temperatura ambiente (dependiente de la zona geogréafica en la que se ubicara la
planta piloto) hasta la temperatura de extraccion (40°C) y posteriormente al ya
mencionado tanque de extraccion, el cual tendra un aislamiento con el proposito de
mantener la temperatura dentro del mismo. Cabe destacar que por la naturaleza
corrosiva del hidroxido de sodio el material que se podria usar tanto en bombas,
tuberias e intercambiadores de calor serd Acero Inoxidable 316L. A continuacion se

presenta una tabla con las especificaciones basicas del tanque de preparacion.

Tabla N°6: Dimensiones del tanque de preparacion de la solucién de NaOH.

Numero de tanques a emplear 2

Volumen del tanque (m°) 0,12
Diametro del tanque (m) 0,53

Altura del tanque (m) 0,64
Material Acero Inoxidable 316L

En la tabla N° 6 se muestran las especificaciones béasicas del tanque de preparacion
del solvente, calculadas a partir de la misma metodologia (relaciones de altura,
diametro y volumen) usada para escalar el tanque de extraccién. Se decidio utilizar
dos tanques con el propdsito de tener la cantidad suficiente para realizar los tres
lavados por cada una de las cargas a procesar diariamente, realizando la preparacion

requerida para completar la cantidad necesaria por dia, es decir, mientras esta en uso
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el primer tanque, el segundo se encuentra preparado para suplir solvente al termino

del anterior.

El intercambiador de calor y la bomba no van a operar de manera continua ya que el
proceso llevado a cabo es por cargas y por lo tanto estos dispositivos seran activados
en el momento que sean requeridos para iniciar la etapa de extraccion. La cantidad de
calor a generar por el intercambiador va a depender de la temperatura ambiente, en
este caso entre 25 y 30°C. Se estima que el flujo que maneje la bomba serad

aproximadamente entre 0,30 y 0, 50 L/s.

Para el proceso de seleccion de la tecnologia de separacion de fases para el
escalamiento es importante destacar que se decidi6 sustituir la centrifugacion por un
proceso de filtracion debido a que este presenta un menor costo de inversion y

mantenimiento, ademas de operar de manera sencilla.

Una vez terminado el proceso de lavado la mezcla es llevada a través del uso de una
bomba de desplazamiento positivo hasta un filtro donde se procede a separar el
material solido de la mezcla y posteriormente realizar el siguiente lavado agregando
solvente puro. Cabe destacar que es de vital importancia recuperar el sélido por lo
que se debe usar un filtro que provea dichas caracteristicas. Para este propésito se
decidio utilizar un filtro de mono placa o tipo nucha que consiste en un reactor
cilindrico en el que la filtracion tiene lugar sobre tela o papel en el fondo del depésito.
Su superficie actia como medio filtrante y es ideal para poder retirar los sélidos
filtrados. La separacion soélido/liquido tiene lugar gracias a la presurizacion del
depdsito (TEFSA, s.f).

Principales caracteristicas:
e Filtro cerrado y estanco. Ideal para la filtracion de liquidos peligrosos y/o de
alto valor.
e Posibilidad de filtrar sobre tela y/o sobre papel. Ideal para la separacién de

solidos con un alto valor.
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e Realizacion integra del filtro en acero inoxidable. Ideal para tratar productos
alimentarios.

e Ausencia de volumenes muertos en el interior del filtro con un escurrido total
de liquido en el sélido separado. Ideal para trabajar por lotes con nulas
pérdidas de producto.

e Construccion simple y robusta. Notable reduccion de los costes de
mantenimiento.

e Posibilidad de encamisar. Apto para procesos con la temperatura como factor

critico.

Para el disefio del tanque en donde se lleva a cabo la extraccion de proteinas (que a
partir de ahora se llamara tanque de mezclado) es de vital importancia tener bien
claras las condiciones de operacion del mismo. Estas condiciones fueron establecidas
con los ensayos de laboratorio realizados como ya se ha mencionado en la seccion

anterior.

El dimensionamiento del recipiente de mezclado amerit6 estudiar el comportamiento
del volumen total de la mezcla de harina de amaranto y solvente (NaOH 0,2% p/v),
usando para ello cantidades distintas de harina. Para el primer ensayo se pesaron 0,8 g
de harina y se mezclaron con 9,8 mL del solvente (considerando la relacion 1:12 de
harina/solvente). Para el segundo y tercer ensayo se duplicd sucesivamente la
cantidad de harina a usar, todo esto con el propdsito de hallar el comportamiento del
volumen total de la mezcla. A continuacién se presenta una tabla que resume lo ya

mencionado:

Tabla N° 7: Estudio de volumen de mezcla amaranto/solvente.

Masa de Amaranto (g) Volumen de Solvente Volumen de mezcla (mL)
(mL)
0,8007 £+ 0,0001 96+0,1 10,0£0,1
1,6002 + 0,0001 19,2+0,1 20,0+£0,1
2,4008 £ 0,0001 28,8+0,1 30,0+0,1

47




Capitulo IV

De la tabla N°7 se puede observar que el volumen de la mezcla aumenta de forma
lineal a medida que se duplica la cantidad de harina. Este estudio permitio predecir el
volumen de muestra a tratar usando 5 Kg de materia prima por carga, tomando en
cuenta para determinar esta cantidad una siembra de ¥ de hectarea y una relacion de
171000 plantas por hectarea (Alvarado y de la Rosa, s.f). Se plante6 trabajar con dos
cargas de harina por dia, cada una de 5 Kg, tomando en consideracion el tiempo
necesario para la preparacion del proceso en su totalidad. Solamente el proceso de
extraccion tiene una duracion de 30 minutos pero de igual forma se tomo en cuenta
todo el tiempo que es necesario para la carga de materia prima, para la limpieza del
filtro y para la recarga del mezclador (segundo y tercer lavado). Se estimé que para
llevar a cabo un proceso completo de extraccion incluyendo los tres lavados, el
tiempo total deberia no ser mayor a las 4 horas, por lo que si se plantea una jornada
de produccién de 8 horas, se estaria hablando de dos cargas de harina como ya se

menciond anteriormente.

Tomando en cuenta la relacion 1:12 entre la harina y el solvente se puede deducir el
volumen de NaOH necesario para cada una de las cargas. Si por cada carga la

cantidad de harina es de 5 Kg, entonces la cantidad de solvente que se usaria seria:

_ Skg x 12L

1Kg = 60L Ecuacion 4.1

Vs
El estudio del volumen total realizado muestra como al agregar una cantidad
determinada de harina el aumento del volumen total de la mezcla es 4,17 % mayor al
volumen inicial de solvente puro, es decir, se determind cuanto representa la
diferencia entre el volumen final de la mezcla con respecto al volumen inicial de
solvente puro. Con este valor se determind que el volumen total esperado de la
mezcla a trabajar es de 62,5 litros. Finalmente se decidid disefiar el tanque de
agitacion para abarcar un volumen maximo de 70 litros, dando asi un margen de

sobre-disefio de un 12% con respecto al volumen tedrico requerido.
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Seguidamente, una vez establecido el volumen del tanque, se procedié a determinar el
didmetro del mismo a escala piloto mediante el uso de una razén de escalamiento
entre el volumen de la escala de partida y el volumen de la escala de llegada,
cumpliendo con los principios establecidos para que exista una semejanza
geométrica. Tanto el beaker como el tanque agitador poseen una forma cilindrica por

lo que se empled la ecuacion del volumen de un cilindro para ambos casos.

A continuacion se muestra el procedimiento completo del escalamiento (Geankoplis,
1998).

_(D)?

V XHXT Ecuacion 4.2

Donde:

V: Volumen [m?]

D: Didmetro [m]

H: Altura del liquido [m]

Se sabe que la relacién entre la altura del liquido y el diametro para un tanque de

agitacion normal es:

—=1 E ion 4.3
D cuacion

Por lo que la ecuacion genérica del volumen se transforma en la siguiente relacion

matematica:

(D)

V= 2 X m Ecuacion 4.4

Se hizo la igualacién de las ecuaciones de volumen para obtener la relacion de

escalamiento y de esta manera hallar el didmetro del tanque mezclador.

49



Capitulo IV

Vvt mxDt’/4 Dt?

Vb 7 x Db3 /4 = TE Ecuacion 4.5

Donde:
Sub indice t: Tanque
Sub indice b: Beaker

Finalmente se pudo calcular el diametro con la simplificacion y despeje de la

ecuaciéon 4.5 como se muestra a continuacion:

vey /3
Dt = Db X (ﬁ) Ecuacion 4.6

Donde:

R_(Vt)1/3_Dt . ion 4.7
=\vp = Db cuacion 4.

Es la razén de cambio de escala.

Mediante la relacion de didmetro de tanque y de diametro del agitador se obtuvo el

tamafo del Agitador de la siguiente manera:

Da

— = 0.5 Ecuacion 4.8
Dt

El Ancho de la paleta del aspa del impulsor se calculo utilizando la siguiente

expresion:

1
= c Ecuacion 4.9

S
I

Donde:

W = ancho de la paleta del impulsor [m]

50



Capitulo IV

A continuacion se muestra una tabla resumen de los resultados obtenidos para el

disefio del tanque mezclador.

Tabla 8: Dimensiones del tanque de agitacion.

Escala Razon de Diametro del Diametro del Ancho de la
Escala (adim) tanque (m) aspa (m) paleta (m)
Piloto 10.89 0,45 0,22 0,04
Laboratorio ’ 0,04 0,02 -

Una vez establecido las dimensiones del tanque a escala piloto se calcul6 el Reynolds
a escala de laboratorio usando para ello los datos de velocidad radial, diametro,
viscosidad y densidad, todos obtenidos a través de los ensayos experimentales. La

ecuacion usada para determinar el Reynolds fue la siguiente:

_DXxNXxp

Re Ecuacion 4.10

Re: Numero de Reynolds [Adimensional]
N: Velocidad radial [RPM]

p: Densidad [Kg/m®]

W: Viscosidad [cP]

El valor densidad fue determinado a partir de estudios experimentales usando un
picnémetro el cual fue 1020 Kg/m® mientras que para la viscosidad se tomé un
promedio viscosidades reportado por (Kaura y Singha, 2010) el cual fue de 150 cP.

Para garantizar que el comportamiento entre ambas escalas sea el mismo es necesario
que el valor del Reynolds sea igual tanto para la escala piloto como para la escala de

laboratorio. Bajo esta premisa se plante6 lo siguiente:
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1

Dt x Nt xp Db XxXNbXxp
u U

Ecuacion 4.11

Se establecié que el valor de la viscosidad y la densidad tanto para la escala de
laboratorio como para el tanque a escala piloto son iguales debido a que las

condiciones son las mismas, la ecuacion 4.11 se simplifica a:
Dt X Nt = Db X Nb Ecuacion 4.12

De la ecuacion 4.11 se despeja el valor de Nt, el cual representa el valor de la

velocidad radial del agitador para el tanque a la escala piloto.

Con el Reynolds calculado con la ecuacion 4.10 se procedio a determinar el nimero

de potencia (Np) usando la Figura N°14 mostrada a continuacion:
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Figura N°14: Grafica del nimero de potencia en funcion del Reynolds (Geankoplis, 1998).

Para poder usar la Figura N°14 fue necesario seleccionar con anterioridad el tipo de
impulsor o agitador a utilizar en el tanque mezclador. El agitador que més se adapta a

las caracteristicas del fluido y a las caracteristicas del proceso es el agitador tipo
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turbina con hojas inclinadas a 45° ya que esta garantiza tanto un flujo radial como un
flujo axial necesario para un buen mezclado en suspensiones (Geankoplis, 1998). Este
tipo de agitador es util para sélidos en suspension, ya que las corrientes fluyen hacia
abajo y luego levantan los solidos depositados. Este impulsor esta representado por la

curva 6 en la gréfica.

El nimero de potencia determinado gréaficamente corresponde a la ecuacion

presentada a continuacion:

P

= m Ecuacion 4.13

Np

Np: Numero de Potencia [Adimensional]
P: Potencia [Vatios]

De la ecuacién 4.13 se despejé la potencia del impulsor y se usé como valor de N y
de D a los ya determinados por las ecuaciones 4.12 y 4.6 respectivamente, los cuales
corresponden al tanque agitador en la escala piloto. La ecuacion quedo de la siguiente
forma:

P=pxN3xD>xNp  Ecuacion 4.14

La potencia calculada fue de 0,0007 hp, el cual es un valor que segun la bibliografia
corresponde o estd dentro del rango normal para procesos de agitacion y mezclado
suave (0,0005 a 0,001 hp/gal).

Para el estudio de la transferencia de calor y masa en el proceso es necesaria la
medicion de parametros como la conductividad térmica y la difusividad del
componente soluble en el solvente. Debido a que no se dispuso de los equipos
necesarios para medir estos parametros caracteristicos de la mezcla no fue posible
estimar los coeficientes de transferencia de calor y masa del sistema por lo que no se
pudo corroborar la semejanza térmica del sistema sin embargo es importante destacar

que la transferencia de calor afecta a la extraccion de la proteina.
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En cuanto al almacenamiento del producto se sabe que en primer lugar se debe retirar
el hidréxido de sodio mediante una dialisis a fin de evitar la desnaturalizacion de las
proteinas a mediano y largo plazo. Es importante destacar que este debe hacerse en
tanques de acero inoxidable, ya que posee un fin alimentario, a una temperatura de

4°C con el fin de conservar las proteinas durante un tiempo prolongado

Parametro Medida (m)
L
Altura de liquido (H) 0,45 -
Altura del Tanque 0,52
Didmetro del Tanque (Da) 0,45
: i
Didmetro de la paleta (Da) 0,22 | | W
Ancho de la paleta (W) 0,04 n -T-
|4— Dﬂ _"I
Ancho de los deflectores (L) 0,04 Il: D{ :II

Figura N°15: Especificaciones del Tanque de Agitacién.

En la Figura N°15 se pueden observar las caracteristicas o especificaciones del
Tanque de Agitacion donde se lleva a cabo la extraccion de la proteina de la hoja de

la planta de Amaranto
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CONCLUSIONES

Una vez obtenidos y analizados los resultados del presente Trabajo Especial de Grado

se puede concluir lo siguiente:

e La eficiencia del proceso de extraccion de proteina total se increment6 en 5%
aproximadamente al aumentar la temperatura del mismo sin producir la
desnaturalizacion de los grupos proteicos presentes en las muestras.

e La variacion del parametro tiempo de extraccion no generé cambios
significativos en el rendimiento del proceso lo que lleva a considerar el
tiempo original de 30 minutos como tiempo suficiente para realizar la
extraccion.

e Tomando en consideracion los datos obtenidos a nivel experimental a través
de la cuantificacion de grupos proteicos, el niumero de lavados que se puede
realizar obteniendo una cantidad de producto significativa es de tres.

e Se escald el proceso de extraccion, usando para ello la informacion recopilada
por los ensayos experimentales, dando como resultado el disefio de un tanque
agitado de 70 litros con 0,43m de diametro y 0,52 m de alto.

e Se plante6 el procesamiento de 10 Kg de harina de amaranto por dia
considerando una jornada de labores no mayor a 8 horas.
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RECOMENDACIONES

Realizar ensayos de laboratorio que contemplen el estudio de otras variables
importantes en el proceso con el objetivo de afinar los detalles del
escalamiento. Un ejemplo de variable a estudiar podria ser el tamafio de
particula de la harina de amaranto.

Realizar estudios de diéalisis con el propdsito de eliminar el hidréxido de sodio
de las muestras de manera de evitar la desnaturalizacion de las proteinas.

Ver la posibilidad de realizar estudios de laboratorio o0 a escala piloto en
donde se use la filtracion en lugar de la centrifugacion como método para
separar el sobrenadante del residuo generado durante el proceso de extraccion.
Realizar estudios méas minuciosos para poder identificar con exactitud todos
los grupos proteicos presentes en la hoja de la planta.

Realizar estudios para verificar el comportamiento termodinamico de la
mezcla.

Se debe realizar una Andlisis Estadistico de manera de verificar la

repetitividad y reproducibilidad del método de extraccion.
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REACTIVOS

4X Running Gel Buffer (1.5 M Tris-HCI, pH §.8)
Bufter para preparer el gel de separacion:

363 ¢ Tris (FW 121.1) 18.15¢
Anadir 150 ml ddH20O 75 mL
Ajustar a pH 8.8 con HCI idem

ddH20 a 200 ml hasta 100 ml.

Almacenar hasta 3 meses a 4°C en la oscuridad.

4X Stacking Gel Buffer (0.5 M Tris-HCI, pH 6.8)
Buffer para preparar el gel de stacking;

3.0 g Tris(FW 121.1)

Anadir 40 ml ddH20

Ajustar a pH 6.8 con HCl

ddH20 a 50 m]

Almacenar hasta 3 meses a 4°C en la oscuridad.

10% SDS

10 g. SDS
ddH20 a 100 ml
Almacenar hasta 6 meses a T? ambiente.

10% Ammonium Persuifate (Initiator)

0.05 g ammoniun persulfate
ddH20 a 0,5 ml.
Wo almacenar, prepararlo en el momento de usar.

2X Treatment Buffer (0.125 M Tris-HCl, 4% SDS, 20% vAiv Glycerol. 0.2 M DTT. 0.02%
Bromophenol Blue, pH 6.8)

2.5 ml. 4X Stacking Gel Buffer

4.0 mL 10% SDS

1.0 ml. Glycerol

2.0 mg. Bromophenol blue

0.31 g. dithiothreitol (DTT; FW 154.2)

ddH20 a 10.0 ml

Almacenar en alicuotas de 0.5 ml a —20°C hasta 6 meses.

Monomer Solution (30.8%T 2.7%Cbis)

60 g. Acrilamida (FW 71.08)

Precaucién: La Acrilamida es neurotdxica y debe ser manipulada con cuidado.
1.6 Bisacrilamida (FW 154.2)

ddH20 a 200 ml

Tank Buffer (0.025 Tris-HCI, 0.192 M Glyci, 0.1% SDS, pH 8.3)
Buffer para losreservorios del 4nodo y cétedo:



Tris: 2422, 12.12¢ 6.06 ¢
Glicina: 1153 ¢ 57,60 ¢ 288¢
SDS: 8g. 4.0¢g 20¢g
DdH20: 8 L 4L 2L

No es necesario comprobar ¢l pH.

Transfer Buffer (25 mM Tris, pH 8.3, 192 mM Glycin, SDS 0.04%, 20% Methanol)

Tris 303¢ 1.65 g
Glicina 1441 ¢ 720¢
SDS 20% 2 ml 1 ml
DdH-0 hasta 1L 05L

Ajustarel pH a 8.3
Afadir leche descremada al 5% el dia en que se use

Ojo: SDS sdlo se afiade para transferir proteinas desnaturalizadas

Buffer de bloqueo (250 mM PO4H2Na, 250 mM PO4HNa2, 0.15 M NaCl, 0.5 % Tween-20)

PO4H2Na 16.0 g 3.0g
PO4HNa2 178 ¢ 3.6¢g
NaCl 449 09g
Tween-20 2.5ml 0.5 ml
DdH-O hasta 500 ml 100 ml

Buffer de lavado (0.15 M NaCl, 0.5% Tween-20, Volumen final 1000 ml.)

200 ml 500 m! 1000 ml
NaCl: 175 ¢ 1399 877¢
Tween-20 1 ml 2.5 ml s ml

TINCION DE GELES

Tincién con Coomassie 0.2%

Preparacién de solucion stock:

Afiadir una tableta de Coomassie (Fast Gel Blue R de Pharmacia) a 80 ml de ddw
Agitar 5-10 mins

Anadir 120 ml de metanol y agitar 2-3 mins

Filtrar a través de papel de filtro. Almacenar a T* ambiente.

En el momento de usar preparar la solucion de trabajo:
4 ml ac. Acético
16 ml ddw
20 ml sc. Stock

' .Solu.éi(')n de{d'!;est;e'ﬁ’ido



Metanol 30% ml
Ac. Acético 10% ml
Ddw 60% ml

Solucién preservadora

Glicerol 3% 0.5 ml
Ac. Acdtico 10% 1 ml
Ddw  853% 8.5 ml

ELECTROFORESIS SDS-PAGE

Gel del 10%

Gel de separacién

Gel de

Agua redestilada

Monomero Acrilam-

Bis-Acrilam. 30%-
0.8%

Buffer de separacion

SDS 10%

PSA 10%*
TEMED

STACKING

Agua redestilada

Mondmero Acrilam-

Bis-Acrilam. 30%-
0.8%

Buffer de stacking

SDS 10%

PSA 10%*
TEMED

2 geles
4.1 ml
3.3 ml

2.5 ml
0.1 ml

10 ml

S0l
10

2.4 ml
0.6 ml

1.0 ml
0.04 ml

4.04 ml

25 ul
10 ul

I gel

2.05ml

1.65 ml

1.25 ml

0.05 ml
5.0 ml
25l

Spl
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ACRILAMIDA AL 30%

Para 100 ml de archilamida, se debe emplear las siguientes cantidades:
1. 29,2 gramos de archilamida.
2. 0,8 gramos de bisacrilamida.
3. 100 mi de H,O milli-Q.

TRIS-HCI 1,5M a pH 8,8

Para 50 ml de Tris-HCl se debe emplear:
1. 9,7 gramos de trizma base.
2. Llevar a 40 ml con H,0 milli-Q, y ajustar pH.
3. Agregar los mililitros faltantes hasta Icompletar los 50 ml.

APS al 10%

0,891 gramos de APS.

891 pl de H;O milli-Q.

Colocar en 10 tubos (100 pl por tubo).
Guardar a -20 °C.

TRIS-HCI 1 M a pH 6,8

Para 50 ml usar las siguientes cantidades:
1. 3 gramos de trizma base.
2. Llevar a 40 ml con H,O milli-Q.
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3. Ajustar pH.
4. Completar con H;O milli-Q hasta liegar a 50 ml.

BUFFER CORRIDA 5X
Para preparar 1 litro de buffer se debe emplear las siguientes soluciones:
1. 15,1 gramos de trizma base.

2. 72 gramos de glicina.

MARCADORES DE PESO MOLECULAR

1. Stock Sample Buffer (store a room temperature):

e 4,8 ml de HO milli-Q.

e 1,2 mlde Tris-HCI 0,5 M a pH 6,8.

e 1 mlde glicerol.

o 2 mide SDS al 10% p/v.

o 0,5 ml de azul de bromofeno! al 0,1% p/v.
2. SDS Reducing Simple Buffer (preparar inmediatamente antes de

ser usado):
e 2,5 ul de B-mercaptoetanol.
e 475 pl de Stock sample buffer.
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