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@ Fundamentos de la Investigacion

Antecedentes

“Valor nutritivo del Bledo
(amaranthus spp)
identificado en el

municipio Moran, Estado

Lara” Acevedo,2006

“Caracterizacion proteica
de las semillas de once
especies de Amaranto”

Juany col, 2007




Fundamentos de la Investigacion

Antecedentes

“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” Bonoli, 2010.




¢ Fundamentos de la Investigacion

Objetivo General

Establecer los parametros basicos requeridos para el escalamiento del
proceso de extraccion de proteina total a partir de hojas de amaranto
(amaranthus dubius)




@ Fundamentos de la Investigacion

Objetivos especificos

4 )
Realizar una revisidn bibliografica correspondiente a los procesos de
extraccion de proteina total de amaranto y métodos de escalamiento.

- J

4 . . iy , )
Evaluar los parametros relacionados con la extraccidon de proteina total de
la hoja de amaranto con experimentos de laboratorio (variables: tiempo
de agitacion, temperatura de extraccion y numero de lavados)

- J
4 )
Analizar la influencia de los parametros estudiados con relevancia del
proceso de extraccion de proteina total de amaranto
\, J

/

Proponer un escalamiento a nivel piloto de |la fase de extraccion de
proteina total de amaranto usando los parametros relevantes del proceso
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Marco teorico

El cultivo de amaranto

-

" Alto contenido proteico (15-
18%), en comparacion con Unica proteina de origen
otros cereales similares vegetal que contiene todos los
mejorados genéticamente(10- aminoacidos esenciales
13%)

Caracteristicas y
propiedades

Contiene entre un 5y 8% de

grasas saludables. Se destaca
la presencia de escualeno.

Contiene un aceite de buena
calidad y de bajo colesterol

Contiene dos veces mas Lisina

gue la proteina del trigo y tres

veces mas que la proteina del
maiz.
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Marco teorico

El cultivo de amaranto




Marco tedrico

Las proteinas

Estructura
basica de
los tejidos

Funciones
\metabélicas




@ Marco teorico

Las proteinas

1 I.-- E‘:
Solvente.
] Soluto
“Disuelto en

Materiat--___| el solvente

Sélido —
Saélido sin
soluto

Soluto -—




@ Marco teorico

Identificacion de Grupos Proteicos

*Electroforesis en Gel de
Poliacrilamida
*Espectrometria de masas
*Degradacion de Edman
*Cromatografia Liquida




|

Marco teorico

Cuantificacion de proteinas

Método

Ventajas

Inconvenientes

Métodos de Absorcion

No se pierden las muestras

Interfieren muchos compuestos que absorben en el
uv

Meétodos Derivados Colorimétricos

Bastante especifico para proteinas

Biuret Muestra pocas interferencias Tiene poca sensibilidad
Es barato
No todas las proteinas reaccionan igual
Lowry Tiene bastante sensibilidad Muestra muchas interferencias como detergentes no
ionicos, sulfato amonico etc.
Bradford Muy sensible Muestra interferencias con detergentes
BCA Es el método mas sensible
Es el que muestra menos interferencias
Métodos Derivados Fluorimétricos
La interferencia de aminas contaminantes en la
o-ftalaldehido Muy sensible muestra

No todas las muestras reaccionan igual




é Marco tedrico

Cuantificacion de grupos proteicos
Método de BCA

Basado en la formacion de

. : Acido Bicinconinico
un complejo coordinado

N 4

‘ Ley de Lambert-Beer I

5. 4



¢ Marco teorico

Cambio de escala
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¢ Marco teorico

Escalamiento

Teoria de la Semejanza

Nos permite Semejanza
relacionar un geometrica,
pProceso a una mecanica,
escala de partida térmica, de
con la escala concentraciones,
deseada guimica

Se ocupa
unicamente de la
forma de los

sistemas
fisicoquimicos




Marco teorico
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@ Marco Metodologico



Marco metodologico

Esquema general a seguir para
el proceso de escalamiento

L‘ Preparacion de la materiaprima ’

' 1
u Extraccion de la ’

proteina

proteicos

Cuantificacion de grupos
proteicos

| ki
Identificacion de grupos

~

|
Analisig de variables que influyen en la
extraccion

L—{ Escalamiento del proceso ‘




@ Marco metodoldgico

Preparacion de la materia prima

Separaciony
Limpieza

Molienda

Almacenamiento




@ Marco metodologico

Extraccion de la proteina

- Tiempo (min)  Temperatura (°C)
60 8,0
30 8,0
15 8,0
60 25,0
30 25,0
15 25,0
60 40,0
30 40,0

15 40,0



@ Marco metodoldgico

Electroforesis en gel de Acrilamida

*Agua des ionizada
*Mondmero de Acrilamida

. Preparacior: :
Preparacion ge las Montaje de

del gel EXLECE
muestras

Revelado

Muestras

y Marcador
Molecular

muestras \u

V




@ Marco metodologico

Electroforesis en gel de Acrilamida
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Marco metodoldgico

Cuantificacion de proteinas

Muestras Agregar
y Espectro-
mezcla

soluciones colorante fotometro
estandar

determina [ e e # Resultados de
cantidades |5 SUSESEEERESA] concentraciones
de proteina ; NC Y




@ Analisis de Resultados



Analisis de Resultados

Estudios
realizados

Electroforesis cetudio BCA
en gel



Analisis de Resultados

|

Electroforesis en Gel

172 i & & 6 gk & Reid lsdic, 3.~ benilin 8 .9 10
45 KD ™ =] 45 KDA— =——8— '
36 K 38 KDA —| |
31 KD)\ T 31 KD:\—
8= =
KDPA — KA —
KDA — KDA —
85KDA— | , | 8.5 KDA— ‘ L‘
B[KA—— AL | REER 3.5 KDA —ae — .
1 S6lo Buffer Muestra 1 Sélo Buffer Muestra
2 Marcador Molecular 2 Marcador Molecular
3 8°C, 60 minutos, ler Lavado 3 Sdélo Buffer Muestra
4 8°C, 30 minutos, ler Lavado 4 40°C, 60 minutos, ler Lavado
5 8°C, 15 minutos, ler Lavado 5 40°C, 60 minutos, 3er Lavado
6 Sélo Buffer Muestra 6 40°C, 30 minutos, ler Lavado
7 25°C, 60 minutos, ler Lavado 7 40°C, 30 minutos, 3er Lavado
8 25°C, 30 minutos, ler Lavado 8 40°C, 15 minutos, ler Lavado
9 25°C, 15 minutos, ler Lavado 9 40°C, 15 minutos, 3er Lavado
10 S6lo Buffer Muestra 10 Sélo Buffer Muestra




@ Analisis de Resultados

Cuantificacion (Método de BCA)

Concentracion

o (0]

Temperatura (°C) (ng/mL) * 0,01 %
8 752,73 -2,17

25 769,45 -
40 871,79 13,30

Datos tomados a 60 minutos y primer lavado



@ Analisis de Resultados

Cuantificacion (Método de BCA)

Tiempo Concentracion Diferencia en
(min) (ng/mL) £ 0,01

15 710,45 -5,57
30 752,38 .-
60 752,73 0,04

Datos tomados a 8 grados y primer lavado



@ Analisis de Resultados

Cuantificacion (Método de BCA)

Concentracion .
(hg/ml) £ 0,001 | *
1 871,790 -

362,400 37,57
131,962 15,38



@ Andlisis de Resultados
Cuantificacion (Método de BCA)

Proteina

Temperatura (°C) DUEILE
(%)% 0,01




@ Analisis de Resultados

Escalamiento del proceso de Extraccion




Analisis de Resultados

TK-101 P-101 A/B E-101
Tanque agitador de  Bomba Centrifuga  Intercambiador de
Hidroxido de Sodio calor

“ Harina de Amaranto
¥

(P
-
‘\ NaOH (pellets
-

PRt

<)

E-101

-101

S

P-101 A/B

TK-102
Tanque de
Extraccion

P-102 A/B

P-102 A/B
Bomba de
Desplazamiento
Positivo

Filtro tipo Nucha

F-101

F-101 P-103

Bomba Centrifuga

TK-103
Tanque de
Almacenamiento

V103

)

P-102 A/B




@ Analisis de Resultados

Comportamiento de la mezcla

Masa de Amaranto Volumen de Volumen de mezcla
(g2) Solvente (mL)
+ 0,0001 +0,1
0,8007 9,6 10,0
1,6002 19,2 20,0
2,4008 28,8 30,0

4,17%



Analisis de Resultados

Cantidad de solvente por carga

Relacion 1:12




@ Analisis de Resultados

Propuesta del tanque de Agitacion

Semejanza Geométrica

azon de Diametro
Escala Escala del tanque

Diametro | Ancho de la

(m) del aspa (m)| paleta (m)
Pilgte 0,4 0.2p 0.0
_abora tc—ﬁi@= 1 10,8922 _ 0.5 pr——t: ) cim = i
i D Dt =00 Da (EO- Dt -12

V: Volumen [m?3]

D: Diametro [m]

H: Altura del liquido [m]

W: Ancho de la paleta del aspa [m]




Analisis de Resultados

Propuesta del tanque de Agitacion

J
L

Altura de liquido (H) 0,45
Altura del Tanque 0,52
l Diametro del Tanque (Da) 0,45
K=:=an |
T Didmetro de la paleta (Da) 0,22
— ) —o-'
4 Ancho de la paleta (W) 0,04

Ancho de los deflectores (L) 0,04



@ Analisis de Resultados

Calculo del Tanque de Agitacion
Semejanza Mecanica
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@ Analisis de Resultados

Calculo del Tanque de Agitacion

Semejanza Mecanica

Parametro Valor

Numero de Potencia (adim) 3
Velocidad Agitador (RPM) 90
Potencia (W) 3,3



@ Analisis de Resultados

Tanque de Hidroxido de Sodio

NUmero de tanques a emplear 3
Volumen del tanque (m?3) 0,12
Diametro del tanque (m) 0,53

Altura del tanque (m) 0,64

Material Acero Inoxidable 316L



@ Analisis de Resultados

Criterios para la seleccion del filtro

*Filtro cerrado y estanco. Ideal para la filtracion
de liquidos peligrosos y/o de alto valor.
*Posibilidad de filtrar sobre tela y/o sobre papel.
Ideal para la separacion de sdlidos con un alto
valor.

*Realizacion integra del filtro en acero inoxidable.
Ideal para tratar productos alimentarios.
*Ausencia de volumenes muertos en el interior
del filtro con un escurrido total de liquido en el
solido separado. Ideal para trabajar por lotes con
nulas pérdidas de producto.

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




@ Analisis de Resultados

Conclusiones

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

eLa variacion del parametro tiempo de extraccion no generd 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.

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



@ Analisis de Resultados

Conclusiones

*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 diametroy 0,52 m
de alto.

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



@ Analisis de Resultados

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 tamano
de particula de la harina de amaranto.

*Realizar estudios de dialisis 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 o a escala piloto en
donde se use la filtracidon en lugar de la centrifugaciéon como método para
separar el sobrenadante del residuo generado durante el proceso de
extraccion.



@ Analisis de Resultados

Recomendaciones

*Estudiar como afectaria el estado de desarrollo de la planta en cuanto a la
cantidad maxima de proteinas que se puede obtener de sus hojas.

*Realizar estudios mas minuciosos para poder identificar con exactitud
todos los grupos proteicos presentes en la hoja de la planta.

*Realizar un escalamiento de la planta piloto completa a fin de estudiar
todas las posibles variables que puedan influenciar el proceso de
extraccion.
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Marco metodologico

Kit de electroforesis Bio-Rad

f)

Camara de electroforesis con dos
electrodos.

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

Peine de 10 espacios con 0,75 mm de
espesor.

Sujetador de placas de vidrio.

Soporte utilizado para colocar el
sujetador de placas de vidrio durante la
polimerizacion del gel.

Fuente de poder de hasta 300 voltios.



Marco metodologico

Montaje de la celda de electroforesis




@ Marco tedrico

LEY DE LAMBERT BEER

La Absorbancia de una especie en
solucion homogénea es directamente
proporcional a su actividad Optica,
longitud del paso Optico y su
concentracion. Es una relaciéon empirica
gue relaciona la absorcion de luz con las
propiedades del material atravesado.



Marco teorico

LEY DE LAMBERT BEER



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/04/Beer_lambert.png

Marco tedrico

. . . o 7/
Lixiviacion
La lixiviacion, o extraccion sélido-liquido, es un proceso en el que
un disolvente liquido se pone en contacto con un sdlido

pulverizado para que se produzca la disolucién de uno de los
componentes del sélido.

Algunos ejemplos son:

- El azucar se separa por lixiviacion de la remolacha con agua
caliente.

- Los aceites vegetales se recuperan a partir de semillas, como los
de soya y de algodén mediante la lixiviacion con disolventes
organicos.

- La extraccidn de colorantes se realiza a partir de materias sélidas
por lixiviacion con alcohol o soda.

http://www.confiep.org.pe/facipub/upload/publicaciones/1/1152/la lixiviacion snmpe.pdf
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En cada una de las etapas de escalamiento se
evaltan algunos aspectos del proceso:

1. Escala de laboratorio se llevan a cabo:

— estudios basicos de cinéticas de crecimiento
— niveles de expresion

—  seleccion del medio, etc.

2. Planta piloto se optimizan las condiciones de operacion
—  forma de operacion
—  flujos, presiones
—  Temperaturas

— velocidades de agitacion, etc

3. Escala industrial se lleva a cabo la produccion del
producto de interés a niveles rentables.
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