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Resumen

La alimentacion es uno de los factores que mas condiciona la salud de los individuos,
ejerciendo un papel primordial sobre el desarrollo fisico y el crecimiento, la reproduccién vy el
rendimiento fisico e intelectual. Actualmente la obesidad es uno de los problemas mas
importantes de salud publica en México. Coexistiendo paradéjicamente con la desnutricion, una
epidemia de sobrepeso y obesidad crece y afecta a la mayor parte del mundo, esto debido a que
la dieta suele contener una cantidad excesiva de carbohidratos, especificamente los productos
afines a maiz y trigo, los cuales son deficientes en lisina (Lys) y triptéfano (Trp). El objetivo del
presente trabajo es la extraccion de la proteina de la semilla amaranto seguida de los lipidos
gue la componen, para lo que se realizd una hidrdlisis enzimatica empleando la proteasa de
Bacillus licheninformis, al residuo obtenido se le realizé la extraccién de aceite por el método
de soxhlet usando hexano como solvente. La proteina extraida se agregd en diferentes
proporciones a pan de caja elaborado con harina de trigo para evaluar el aumento en el
contenido proteico, el perfil de textura y la aceptabilidad por parte de los consumidores. Al
aceite se le cuantifico la capacidad antioxidante y se midi6 el indice de acidez para conocer si el
pre-tratamiento enzimatico tiene algun efecto en ello.

Al realizar una hidrdlisis enzimatica de 4 horas usando la proteasa en una concentracién
de 3.6U/g se obtuvo un rendimiento de extraccidon de proteinas de 84.4%; este extracto acuoso
de proteina se empled como el agua necesaria para la elaboracion del pan, se adicionaron
diversas proporciones de proteina hidrolizada:agua (0.5:1, 1:1) de proteina lo maximo que se
puede adicionar al pan de caja para que sea aceptado por el consumidor, con un aumento hasta
del 5% en el contenido proteico respecto al pan control.

Con la extraccion del aceite a partir de harina pre-tratada por 4 horas empleando la
proteasa a una concentracion tanto del 2.4U/g como del 0.036 tiene una extraccién de grasa del
20% en comparacion con el control que es del 9%.

El aceite obtenido mediante soxhlet de la harina pre-tratada durante 4 horas con 3.6U/g
de proteasa presenta un indice de acidez de 0.12, sin embargo el aceite obtenido a partir de la
harina pre-tratada por 1 hora tanto con una concentracidon de enzima de 2.4 U/gy 3.6U/g
muestra la mayor capacidad antioxidante (58%).

El aceite obtenido de la harina pre-tratada es de mejor calidad y se obtiene un mayor
rendimiento de extraccidn del mismo.




Abstract

Food is one of the factors that affect the health of individuals, exerting a major role on the
physical development and growth, reproduction and the physical and intellectual performance.
Obesity is currently one of the most important public health problems in Mexico. Paradoxically
coexisting with under nutrition, an epidemic of overweight and obesity is growing and affects
most of the world that is because diet usually contains an excessive amount of carbohydrates,
specifically related do maize and wheat products which are deficient in lysine (Lys) and
tryptophan (Trp). The aim of this work is the extraction of the amaranth seed protein followed
by lipids, for which an enzymatic hydrolysis is carried out using protease from Bacillus
licheniformis, the residue obtained from this hydrolysis was subjected to soxhlet extraction
using hexane as solvent.

The protein hidrolisate protein was added to wheat bread in different proportions to evaluate
the increase in protein content, texture profile and acceptability. Antioxidant capacity and acid
measure from the oil was quantified to determine whether enzymatic pre-treatment has any
effect on it.

The hydrolysis using protease 3.6 U/g at 4 hours 84.4% vyield of protein was reached; this
aqueous protein hidrolisate was used as the water needed for making bread, different
proportions protein hidrolisate/water were added (0.5:1 and 1:1). The most of protein
hidrolisate:water that can be added to bread to be accepted is 0.5:1 which means an increase of
5% in protein content.

However the oil extracted from the pre-treated flour for 4 hour with 2.4 U/g and 3.6 U/g of
protease have a fat removal of 20% compared to the control 9%.

The oil obtained from the pre-treated flour for 4 hours using protease at a concentration of 3.6
U/g has and acid value of 0.12, however the oil obtained from flour pre-treated for 1 hour with
an enzyme concentration of 2.4 U/g and 3.6 U/g showed the highest antioxidant capacity (58%).

The oil obtained from the pre-treated flour is of better quality and higher yields of extraction.
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1 Introduccion

La alimentacién es uno de los factores que mas condiciona la salud de los individuos,
ejerciendo un papel primordial sobre el desarrollo fisico y el crecimiento, la reproduccién y el
rendimiento fisico e intelectual (Oliveras Lépez et al., 2006).

Actualmente la obesidad es uno de los problemas mds importantes de salud publica.
Coexistiendo paraddjicamente con la desnutricion, una epidemia de sobrepeso y obesidad crece
y afecta a la mayor parte del mundo.

El incremento en la prevalencia de malnutricidn suele contener una cantidad excesiva de
carbohidratos, especificamente los productos afines a maiz y trigo, los cuales son deficientes en
lisina (Lys) y triptéfano (Trp). Cuando existe una disminucién en los aminodcidos séricos, el
organismo tiende a obtenerlos de la degradacién de tejidos corporales, induciendo un retardo
en el crecimiento de jévenes y una pérdida de proteina corporal en adultos. La importancia del
consumo de estos aminodcidos debe también ser considerada en relacidn a su funcién
especifica como precursores de la serotonina, neurotransmisor que tiene un papel importante
como neuromediador involucrado en la regulacién central de la ingestidn alimentaria, el estado
de animo, la ansiedad, depresion, agresion y el suefio (Alvarez , E . Horjales, E. de Gortari, P .
Joseph-Bravo, 2006).

Recientemente la planta de amaranto ha despertado un gran interés por parte de la
comunidad cientifica debido a sus caracteristicas y propiedades. La mayoria de la poblacién
asocia el consumo de amaranto a sus propiedades nutricionales y mas especificamente al alto
contenido de proteina. Dentro de la diversidad de componentes en el amaranto existen algunos
gue son importantes en la reduccidn del colesterol, ya que contiene escualeno, tocotienoles,
isoprenoides y otros factores. Algunos efectos sobre los lipidos corporales consisten en una
disminucién del colesterol hepatico y plasmatico (Algara, P. Gallegos, J. Reyes, 2013).

Los acidos grasos, en especial el omega-3 son esenciales para la formacion y el
adecuado funcionamiento del cerebro humano. La ingesta deficiente de ellos, produce diversas
disfunciones en la neurotransmisién, lo que puede ser una de las causas de diversos trastornos
psiquidtricos como la depresidon mayor y la esquizofrenia (Hibbeln, Ferguson, & Blasbalg, 2006).

El fin de este trabajo fue extraer la mayor cantidad de proteina mediante hidrdlisis
enzimatica para ser adicionado a los alimentos elevando su contenido proteico y extraer los
lipidos del residuo de la hidrélisis enzimdtica para observar si hay cambios en el rendimiento de
extraccién y calidad del aceite en su comparacién del método convencional.




2 Antecedentes

2.1 Caracteristicas de la planta

El amaranto es un cultivo que se desarrollé en Mesoamérica desde antes de la llegada de
los espafioles, se mantuvo en el olvido hasta su redescubrimiento en los afios 1970’s.

El amaranto pertenece a la familia de las amarantdceas compuesta por 70 géneros. El
género Amaranthus comprende alrededor de 60 especies. Es una planta dicotiledénea no
graminea que produce semillas tipo grano, por lo que se le ha denominado un pseudo cereal.
Por el tipo de usos que tiene, el amaranto se clasifica también en amaranto de graneo y
folidceo, aunque también se usa con fines ornamentales. Los primeros se reconocen como
originarios de América y comprenden tres especies: (A .cruentus, A. hypocondriacus y A.
caudatus, mientras que entre los amarantos productores de hoja, se encuentran A. cruentus, A.
dubius, A. hybridus y A. tricolor, todos ellos cultivados principalmente en Asia y Africa (Espitia,
2012).

Del amaranto se pueden consumir tanto sus hojas como sus semillas, ambas con un
elevado contenido de proteinas. Ademas la planta es capaz de crecer en un amplio rango de
condiciones ambientales, incluida la acumulacion de sales (Orosco, 2013).

La planta puede alcanzar una altura de 2-2.5 m. Las hojas pueden ser ovaladas o
elipticas, de borde entero, con un tamafio que varia de los 6.5-15 cm. Sus inflorescencias
pueden ser terminales o axiliares, con colores que van del anaranjado, rosado, hasta el purpura
(Figura 1) (Orosco, 2013).

Figura 1. Planta de amaranto




2.2 Caracteristicas de la semilla

Las semillas de amaranto son granos en forma de discos que tienen un didmetro de
entre 1 y 2 mm. Su color varia del blanco al negro, pasando por el dorado y morado,
dependiendo de la especie de la cual provengan (Figura 2)

Figura 2. Semilla de amaranto

El componente principal de la semilla de amaranto es el almiddn, que representa entre
el 50 y 60% (Cuadro 1) de su peso seco. El didmetro del granulo de almidén posee un tamafio de
entre 1-3 micrones, mucho menor que el de otras especies vegetales, motivo por el cual su
digestion se ve facilitada (Orosco, 2013).

Las semillas de amaranto poseen niveles elevados de proteina total (12-18%), asi como
del aminoacido lisina generalmente deficiente en otros cereales. Este hecho convierte a las
proteinas de amaranto en objetos muy atractivos desde el punto de vista nutricional, capaces
de complementar proteinas de otras fuentes como cereales, leguminosas y oleaginosas. Las
mismas podrian ser incluidas en la alimentacion humana bajo la forma de harina, concentrados
y/o aislados proteicos (Orsini, M; Tironi, V; Afion, 2011), mientras que los lipidos (5-8.1%) son
una rica fuente de fitoesteroles, incluyendo escualeno. Por ello, se sugiere que su consumo
puede ser benéfico en personas con problemas de hipertensidn, enfermedades cardiovasculares
asociadas a hiperlipidemias, diabetes y ofrece, ademas, el potencial de prevenir algunos tipos de
cancer (Espitia, 2012).




Cuadro 1. Composicion de la semilla de amaranto (INIAP, 2013).

| Componente : Contenido (%)

Carbohidratos 50 - 60
Proteina 12-18
Grasa 5-81

Fibra 2.2-5.8
Cenizas 2.8-4.4

2.3 Proteinas

El contenido promedio de proteina en la semilla de amaranto es del 18% mientras que en el
trigo es de 10%, en el arroz 6% y en el maiz del 5.5%. El contenido de proteina varia
dependiendo del tipo de amaranto y las condiciones de su cultivo. La semilla de amaranto
contiene distintos tipos de proteina de las cuales, la mayoria de los resultados respaldan que la
albumina es la principal fraccion (48.9 a 65%). La fraccidon de gluteninas es la segunda en
abundancia (22.4 a 42.3%). Las globulinas representan el 13.7 a 18.1% de la proteina de la
semilla. La mayoria de los datos sefialan que las prolaminas son las de menor abundancia con
valores entre 1.0 a 3.2% (Mokrejs, Janacova, Kolomaznik, Vasek, & Svoboda, 2010).

El amaranto cuenta con una proteina de excelente calidad, ya que es la Unica entre los vegetales
de su tipo que contiene todos los aminodacidos esenciales: leucina, lisina, valina, metionina,
fenilalanina, triptdfano, treonina e isoleucina. Estos aminodacidos bdasicos para la buena salud del
organismo, se encuentran en mayor proporcion en la proteina del amaranto que en la de
muchos otros cereales como el trigo, arroz, maiz, etc. (Cuadro 2). De hecho, casi todos los
cereales tienen una deficiencia del amino acido esencial lisina y por lo tanto se constituye en el
amino acido limitante para muchas de las proteinas de origen vegetal. El amaranto en cambio,
contiene el doble de lisina que la proteina del trigo, el triple que la del maiz y es equiparable en
contenido a la proteina de la leche de vaca, la cual se considera el "gold standard" de excelencia
nutricional. El amaranto es, por lo tanto, un complemento nutricional éptimo y balanceado en
comparacion con los cereales convencionales (Bressani, 2006).




AT\

Cuadro 2. Contenido de aminodcidos esenciales en el grano de amaranto y algunos cereales mg AA/g N (Bressani, 2006).

Aminoacidos Amaranto Maiz Trigo Arroz Sorgo  Patrén

FAO
Lisina 358 180 160 235 170 340
Treonina 245 248 168 233 224 250
Metionina 124 116 89 107 108 -
Cistina 125 81 128 81 104 220
Valina 257 319 270 416 357 310
Isoleucina 230 289 253 279 340 250
Leucina 358 810 391 513 1004 440
Fenilalanina 272 284 288 299 311 -
Tirosina 227 382 218 272 172 380
Triptéfano 86 38 72 64 70 60
Histidina 159 129 119 100 120 -
Arginina 534 220 279 343 237 -

2.4 Lipidos

Los lipidos son un constituyente nutritivo muy importante de las semillas de amaranto, con
triacilgliceroles (TAGs), fosfolipidos, escualeno y vitaminas liposolubles como el tocoferol que
son los principales componentes de la fraccién lipidica. Varios compuestos menores como los
fitoesteroles, ceras, y alcoholes terpenos también han sido reportados en diferentes especies de
amaranto (Venskutonis & Kraujalis, 2013).

Se ha reportado que el contenido de aceite en semillas de amaranto oscila entre el 5 al 8% vy
depende de las condiciones ambientales, especies de planta y variedad, asi como algunos otros
factores. El aceite de amaranto es considerado como un aceite comestible de alta calidad
debido a los remarcables porcentajes de acidos grasos insaturados linoleico y oleico, los cuales
constituyen del 70-80% (Kraujalis & Venskutonis, 2013). El aceite de amaranto es similar en
composicidon al aceite de maiz y de soya (Cuadro 3), sin embargo no tiene los factores
antinutricionales tan frecuentes en leguminosas como esta ultima(Camacho et al., 2008).

El aceite de amaranto promueve actividades bioldgicas interesantes gracias a sus
componentes entre los que hay que destacar a los tocoferoles y tocotrienoles conocidos por su
actividad antioxidante, a los fitoesteroles los cuales disminuyen el colesterol en suero y el
escualeno el cual tiene actividad anticancerigena e hipolesterocolemia. Ademas, varios de los
componentes del aceite se han utilizado para el cuidado de la salud de la piel, o como
cosméticos, lo cual amplia el campo de aplicaciéon del aceite de amaranto ademas de su
aplicacion en alimentos funcionales. (Gonzales, 2012).




Cuadro 3. Contenido de dcidos grasos en el aceite de la semilla de amaranto y otros productos.

Acido graso Acido graso (%)

Amaranto Maiz Soya
Palmitico 18.8 11.0 10.7
Esteadrico 3.8 2.0 3.9
Oleico 24.1 24.1 22.8
Linoleico 51.0 61.9 50.8
Linolénico 0.8 0.7 6.8

Durante el proceso de expansion, el grano de amaranto es expuesto a temperaturas muy
elevadas, aunque por corto tiempo, y en algunas ocasiones se expone a aire a contracorriente,
para obtener un maximo rendimiento en volumen, lo que provoca la aparicidon de productos de
oxidacion proveniente de los acidos grasos. Este proceso induce un aumento del 15.5% en el
contenido de escualeno (Rodas & Bressani, 2009).

2.5 Escualeno

El escualeno (Figura 3) es un intermediario triterpeno en la ruta de la biosintesis del
colesterol, tiene actividades bioldgicas y farmacoldgicas asi como usos potenciales en los
cosméticos dermatoldgicos. El aceite de tiburdn es considerado como la fuente mas rica de
escualeno, sin embargo cantidades razonables han sido también encontradas en aceites de
olivo, germen de trigo, amaranto y arroz (Venskutonis & Kraujalis, 2013).

H1C CH3

Figura 3. Estructura del escualeno

El escualeno muestra algunas ventajas para la piel como emoliente, antioxidante, hidratante y
agente antitumoral. También es usado como un material tdpicamente aplicado a formulaciones
como emulsionantes lipidos y como vehiculo de lipidos nanoestructurados.

El contenido de escualeno en A. cruentus es de 2.26% a 5.67% en A. hypocondriacus es de 3.6%
y en A. tricolor es de 6.1% (Venskutonis & Kraujalis, 2013).




2.6 Fitoesteroles

Los fitoesteroles y fitoestanoles (Figura 4) son esteroles de origen vegetal y cuya
estructura quimica es muy similar a la del colesterol. Sin embargo, los fitoesteroles difieren
estructuralmente del colesterol (que posee 27 carbonos, C27) por la presencia de sustituyentes
de tipo metilo o etilo en la cadena lateral de la molécula. Se estima que la ingesta diaria de
fitoesteroles, la que obviamente es muy variable ya que depende de los habitos alimentarios de
la poblacién, se encuentra en un rango que va desde los 160 mg/dia hasta los 500 mg/dia. Si
bien los fitoesteroles quimicamente identificados suman mas de 25 estructuras diferentes, son
tres los que estan en mayor proporcion en sus fuentes de origen: el a-sitosterol (C29), el
campesterol (C28) y el estigmasterol (C29), quienes en su conjunto constituyen el 95%-98% de
los fitoesteroles identificables en extractos vegetales.

La literatura cientifico-médica describe para los fitoesteroles y fitoestanoles una gran variedad
de efectos fisioldgicos. Se les atribuye propiedades antiinflamatorias, antitumorales,
bactericidas y fungicidas (14). Sin embargo, el efecto mejor caracterizado y cientificamente
demostrado, es el efecto hipocolesterolémico, tanto a nivel del colesterol total como del
colesterol-LDL (Palacio, 2012).
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Figura 4. Estructura de los principales fitoesteroles y fitoestenoles

2.7 Antioxidantes

Son sustancias sintéticas o naturales que previenen la oxidacién o inhiben reacciones
promovidas por oxigeno y peroxidos. Muchas de estas sustancias son utilizadas como
conservadores de varios productos para evitar su deterioro. Los antioxidantes son fuertes
agentes reductores debido a las propiedades de dxido reduccion de sus grupos hidroxilo.
Ejercen sus propiedades protectoras previniendo la producciéon de radicales libres o




neutralizando los producidos en el cuerpo (Serrano-Maldonado, 2010). Por definicién la

actividad antioxidante es la capacidad de un compuesto de inhibir la degradacion oxidativa, en
general, la actividad antioxidante aumenta cuando existen grupos hidroxilo o grupos donadores
de hidrégeno en la estructura molecular del compuesto, los principales compuestos que tienen
actividad antioxidante son: carotenoides, fosfolipidos, tocoferoles (vitamina E), vitamina C,
compuestos fendlicos, flavonoides, antocianinas y algunos aminoécidos.

El uso de antioxidantes naturales, como aditivos alimentarios para la inactivacién de
radicales libres tiene relevancia actual, no solo por las propiedades reductoras, sino porque son
naturales y el consumidor los aprecia.

Una de las técnicas para determinar la actividad antioxidante es midiendo la reduccién
del radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), en su forma radical tiene color purpura con una
absorcion mdaxima a 517 nm, en su forma reducida después de la accién de los antioxidantes
sobre el radical, el DPPH se torna a color amarillo. La reaccién de reduccion del radical DPPH se
observa en la Figura 5. El cambio de coloracion de este compuesto se monitorea para
determinar la concentracién de antioxidantes en la muestra de estudio (Brand-Williams et al.,
1995).
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DPPH* Forma reducida del DPPH
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Figura 5. Mecanismo de reaccion de reduccion del radial DPPH

2.8 Hidrdlisis enzimatica

En la hidrdlisis enzimatica de proteinas por accion de enzimas proteoliticas, la
composicion final y por tanto el uso de los hidrolizados dependera principalmente de la fuente
proteica, del tipo de proteasa usada, de las condiciones de hidrolisis y del grado de la hidrolisis
alcanzado en la reaccion. Los hidrolizados se utilizan ampliamente en la tecnologia alimentaria
por sus propiedades nutricionales o funcionales (solubilidad, poder emulsificante, capacidad
espumante, etc.) (Benitez, Ibarz, & Pagan, 2008)




Para ello, la hidrélisis enzimdtica presenta indudables ventajas frente a la tradicional hidrdlisis
guimica, acida o alcalina, entre las que cabe mencionar las siguientes:

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

e Condiciones moderadas de temperatura y pH, lo que evita la desnaturalizacion de las
proteinas.

e Se mantiene el valor nutritivo, ya que no se produce degradaciéon de los
componentes separados, mientras que la hidrdlisis alcalina destruye los aminoacidos
arginina y cisteina y la hidrdlisis acida elimina el triptéfano y desamina los
aminodcidos serina y treonina.

No obstante, en la hidrdlisis enzimatica de proteinas es necesario separar o desnaturalizar la
enzima y trabajar en condiciones asépticas, ya que por ser un proceso relativamente lento,
puede producirse contaminacidon microbiana de la mezcla reaccionante. (Guadix, 2010)

2.9 Proteasa de Bacillus licheniformis.

La proteasa de B. licheniformis es una enzima utilizada para romper las proteinas
mediante la hidrolisis de los enlaces peptidicos, tiene una amplia especificidad de sustrato y
puede hidrolizar la mayoria de los enlaces peptidicos dentro de una cadena de proteina. Es
activa entre pH 6.5 y 8.5 y tiene una temperatura éptima de 60 °C.

La proteasa se utiliza para degradar las proteinas, para el estudio de inhibidores de la proteasa y
para estudiar la cinética de la inactivacidn térmica. (Sigma-Aldrich, 2015)

2.10 Calidad en el aceite

2.10.1 indice de acidez

El indice de acidez se define como los miligramos de NaOH o KOH necesarios para neutralizar los
acidos grasos libres presentes en aceite o grasas y constituye un medida del grado de hidrdlisis
de una grasa.




Todos los aceites y las grasas tienen acidos grasos libres y algunos los tienen en grandes
cantidades. La causa de la existencia de acidos grasos libres es la actividad enzimatica de las
lipasas. Todas las semillas y los frutos oleaginosos tienen presentes algunas de estas enzimas
lipoliticas que se encuentran tanto en el embridon como en el mesocarpio del fruto. Por este
motivo, el aceite de arroz y el de palma, por lo general, tienen una acidez muy alta. Los aceites
extraidos de semillas descompuestas tienen acidez alta, al igual que los aceites almacenados
durante mucho tiempo.

El indice de acidez es considerada como una medida del grado de descomposicién del aceite o
grasa, por accién de las lipasas o por alguna otra causa. La descomposicién se acelera por la luz
y el calor. Como la rancidez, se acompaiia usualmente por la formacion de acidos grasos libres,
entonces la determinacion es, con frecuencia, usada como indicacion general de la condicion y
comestibilidad de los aceites y grasas (Herrera, C. Bolafios, N. Lutz, 2003).

2.11 Analisis de perfil de textura (TPA)

El analisis de perfil de textura estad basado en el reconocimiento de la textura como una
propiedad multiparamétrica y en la clasificacion de algunas de sus caracteristicas.

La textura de los alimentos no tiene una definicidon exacta, precisa y satisfactoria, sin embargo
se puede decir que posee las siguientes caracteristicas: no estd directamente relacionada con el
olor o el gusto, no se trata de una propiedad sino de un conjunto de propiedades, estas
relacionada con la mecanica y la reologia, y finalmente se trata de un grupo de propiedades
fisicas que derivan de la estructura del alimento (Gonzalez, R. Cabeza R., 2005).

El perfil de textura estd basado en el ensayo fuerza vs tiempo en que se logra curva como la
representadas en las Figura 6.
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Figura 6. Grdfica general del andlisis deOl perfil de textura.




Del analisis de la curva de la figura se logran siete parametros texturales, de los cuales cinco se
obtienen de medidas y dos se logran por medio de célculo. (Osuna, 2013)

Fracturabilidad. Es la fuerza en el primer quiebre significativo de la curva.

Dureza. Es la fuerza méxima que tiene lugar, en cualquier tiempo durante el primer
ciclo de compresién. Definida también como la fuerza necesaria para comprimir una
rodaja de pan hasta un 50% del espesor original.

Elasticidad. Es una medida de cudnto recupera su altura o forma original el alimento
luego de ser sometido a una deformacion. Estrictamente se define como la altura
que el alimento recupera durante el lapso transcurrido entre el final de la primera
mordida y el comienzo de la segunda.

Masticabilidad. Sensorialmente se define como la fuerza requerida para desintegrar
un alimento sélido hasta que esté listo para ser deglutido.

Adhesividad. Es la energia necesaria para superar las fuerzas atractivas entre la
superficie del alimento y la superficie del material con el que estd en contacto.
Cohesividad. La cohesividad representa el punto limite hasta el cual puede
deformarse el material antes de romperse




3 Justificacion

En México hay un incremento notable en los problemas de malnutricién como el
sobrepeso, la obesidad y las enfermedades cardiovasculares debido principalmente a los malos
habitos de alimentacion, esto es injustificable ya que en México contamos con alimentos que
ofrecen los nutrientes necesarios para tener una buena salud, dentro de los cuales se encuentra
el amaranto.

El amaranto es un alimento funcional que presenta no solo una cantidad considerable de
proteinas, sino también una excelente calidad de las mismas al presentar todos los aminoacidos
esenciales, en especial el aminodcido lisina el cual es el limitante en muchos cereales por lo que
es una alternativa para complementar la alimentacién. Sumado a esto el aceite de amaranto
proporciona efectos benéficos a la salud al presentar altos niveles de escualeno, compuestos
antioxidantes y un considerable balance de los dcidos omega 6 y omega 3.

Por esta razén, para combatir este creciente problema que afecta tanto a nifios como
adolescentes, adultos y ancianos seria importante incluir el amaranto en la alimentacién diaria
ya sea consumirlo directamente o en alimentos adicionados con amaranto.
Desafortunadamente el amaranto no puede ser introducido directamente en su totalidad en
todos los alimentos, debido a que no posee las propiedades reoldgicas necesarias para obtener
las caracteristicas deseadas en el producto final, es por ello que el presente trabajo busca
extraer la mayor cantidad de proteinas y lipidos de la semilla de amaranto con el fin de que se
puedan agregar a los alimentos y con ello elevar no sélo su contenido proteico sino adicionar los
aminodcidos faltantes a la dieta, asi como los compuestos antioxidantes que posee.

4 Hipotesis

La extraccién del aceite y la proteina de la semilla de amaranto sin comprometer su
funcionalidad asi como la de los demds elementos que componen a la semilla, dara lugar a tener
una grasa y una proteina con todos efectos benéficos para la salud y otros usos industriales
ademas de tener listos el resto de los componentes para una posterior extraccion.




5 Objetivo General

Obtener un extracto de aceite y proteina de amaranto mediante un método que no
comprometa su funcionalidad y asi adicionarlos a los alimentos para elevar su valor nutricional
sin afectar la aceptabilidad del producto por los consumidores.

5.1 Objetivos Particulares

#+ Realizar la extraccién de proteina mediante hidrélisis enzimatica a semillas de amaranto.
4+ Cuantificar la cantidad de proteina extraida mediante hidrdlisis enzimatica.

4+ Cuantificar el aceite extraido del residuo sélido de la hidrdlisis.

#+ Determinar la actividad antioxidante y el indice de acidez del aceite de amaranto.

4+ Adicionar el extracto de proteina al pan de caja determinar su contenido proteico.

4 Verificar la aceptabilidad del producto adicionado con proteina de amaranto.




6 Metodologia

6.1.1 Proceso general de trabajo
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7 Materiales y Métodos

7.1 Material biolégico y quimico

Se obtuvieron semillas de amaranto (Amaranthus hypocondriacus) de la comunidad
productora de Cuautla Morelos, las cuales fueron limpiadas para la eliminacién de cualquier
materia extrafa.

Las enzimas empleadas fueron: proteasa de Bacillus licheninformis, pectinasa de Aspergillus
aculeatus y Vyscozyme fueron proporcionados por Sigma-Aldrich

Los reactivos utilizados fueron:

e Hexano marca J.T. Baker.

e Hidroxido de sodio (NaOH) marca J.T. Baker.

e Etanol 96° G.L.

e Fenolfatelina marca J.T. Baker.

e 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) marca Sigma-Aldrich.
e Trolox marca Sigma-Aldrich.

e Carbonato de sodio (Na,COs) marca Sigma-Aldrich.

e Acido clorhidrico (HCl) marca J.T. Baker.

e Acido sulfurico (H,SO4) marca J.T. Baker.

e Acido bérico (B(OH3)) marca J.T. Baker.

e Verde de bromocresol marca Sigma-Aldrich.

e Rojo de metilo marca Hycel.

e Dioxido de selenio (Se0;) marca Merk.

e Sulfato de potasio (K,SO4) marca J.T. Baker.

e Sulfato de cobre pentahidratado (CuSO4 - 5H20) marca J.T Baker.
e Reactivo de Bradford J.T. Baker.

e Albumina de huevo.




7.2 Obtencidn del extracto acuoso de proteina de amaranto.

7.2.1 Obtencién de la harina
La semilla de amaranto fue molida en un molino de café Kraups GX4100 vy
posteriormente se paso a través de un tamiz de 80 mesh.

7.2.2 Inactivacion de enzimas nativas de amaranto

Se realiz6 una suspension de harina de amaranto en agua destilada en una proporcion
1:4 (agua:amaranto) a 90°C y se mantuvo la temperatura durante 10 minutos, la mezcla se dejé
enfriar a temperatura ambiente de acuerdo a lo reportado por (Hanmoungjai, Pyle, & Niranjan,
2001).

7.2.3 Hidrolisis enzimatica

Se ajustd la temperatura de la suspensién a 50 °C para la proteasa y a 60°C para la
pectinasa y Viscozyme, se agregaron las enzimas en una proporcion 0.024 U/gy 0.036 U/g para
favorecer la actividad enzimatica la suspensiéon fue llevada a un baifo termorregulado con
agitacion marca LabTech modelo LSB-015S durante 1 a 4 horas.

7.2.4 Interrupcidn de la actividad enzimatica
Para detener la actividad enzimatica, la suspensién se llevd a un bafio a 90°C y se
mantuvo esta temperatura en la suspension durante 10 minutos.

7.2.5 Centrifugacion
La suspensidn fue centrifugada en una centrifuga Eppendorf modelo 5804R a 6000 rpm
durante 40 minutos a 21 °C.

El sobrenadante fue separado de la fase sdlida y se mantuvo almacenado en
refrigeracidn hasta su uso.

7.2.6 Secado

El residuo sélido obtenido en la centrifugacion fue secado en una estufa Riossa a 60 °C
durante 24 horas, finalmente fue molido para obtener una harina y realizar la cuantificacién de
proteina residual y la posterior extraccién del aceite.




7.2.7 Determinacion de la efectividad de la extraccion de proteinas

7.2.7.1 Cuantificacion de proteina hidrolizada en medio acuoso
Para determinar la cantidad de proteinas en el medio acuoso obtenido se realizé su
cuantificacién mediante el método de Bradford.

A 1 ml de muestra se le agregd 1 ml del reactivo de Bradford, se mantuvo en obscuridad
durante 1 hora y se procedié a su lectura en un espectrofotometro Thermo Scientific Genesys
20.

7.2.7.2 Cuantificacion de proteina residual
Para conocer el contenido de proteina no extraida se realizd una determinacién de
proteina por el método de Kjeldahl.

Se pesaron aproximadamente 0.15 g de la harina en un matraz de micro-Kjeldahl, se afiadieron
2.5 ml de H,SO4 y aproximadamente 1.0 g de mezcla catalizadora (2.5 g de diéxido de selenio,
100 g de sulfato de potasio y 20 g de sulfato de cobre pentahidratado).

Se sometid a digestion la muestra en el aparato de micro-Kjeldhal bajo una campana de
extraccién usando baja temperatura al inicio y aumentando el calor a medida que procede la
digestidn, rotando los matraces periédicamente para asegurar que se digiere toda la muestra.
La digestion se llevé a cabo durante 1 hora hasta que el color de la muestra se torné azul-verde
claro.

Se enfrié el matraz y se afiadieron 7 ml de agua destilada, la muestra se afiadié a la cdmara de
ebullicion de la unidad destiladora y se enjuagd el matraz con 5 ml de agua destilada. Se
colocaron aproximadamente 10 ml de NaOH al 30% hasta que la mezcla se torné café oscuro.

Se colecté aproximadamente 20 ml de destilado en un matraz que contenia 10 ml de Acido
bérico al 2% y 2 gotas de indicador y se titulé con HCl al 0.001N.

Para conocer el contenido de proteina se utilizd la siguiente ecuacién:

Volumen de acido corregido

%N = (NHC) ( ) (14 g N)(100)(Factor de conversion)

g muestra

NHCl= Normalidad del HCl en moles/1000ml.

Volumen del acido corregido = (ml. del acido estandarizado para la muestra) - (ml. de acido
estandarizado para el blanco).

14 = Peso atdmico del nitrégeno.




Se utiliza un factor para convertir el porcentaje de N a porciento de proteina cruda. El factor de
conversidn es de 5.70.

7.3 Obtencién del aceite de amaranto
Se pesaron aproximadamente 20 g de harina del residuo sélido obtenido en un dedal de
celulosa.

Se colocd hexano en una proporcién 1:5 (muestra:hexano) en matraces de bola de peso
constante conocido.

El aceite se extrajo en un equipo Soxhlet durante 4 horas, pasado este tiempo la muestra fue
destilada en un rotavapor Han Shin Scientific 2000NS.

El matraz fue llevado a una estufa (Riossa) durante 1 hora a 130 °Cy traspasado a un desecador
durante lhora.

Los matraces fueron pesados en una balanza analitica Ohaus Voyager Pro para conocer el
rendimiento de aceite extraido siguiendo la siguiente ecuacion

Peso del matraz con grasa — Peso del matraz

%Grasa =
g muestra seca

7.4 Analisis fisicoquimicos

7.4.1. Determinacion de indice de acidez

Al aceite obtenido se le determind el contenido de acidos grasos libres, para ello se pesé
0.5 g de la muestra en un matraz Erlenmeyer y se registré su peso exacto.

En un segundo matraz se anadieron 5 ml de etanol, una gota de indicador de fenolftaleina y 2
perlas de ebullicidn, se calentd hasta que empezd a hervir el etanol y se retiré inmediatamente
de la fuente de calor.

Se tituld en etanol caliente con NaOH 0.01N hasta la aparicién de un rosa palido, rdpidamente
se afiadio el etanol neutralizado a la muestra, se mezcld y se titulé nuevamente.

Para determinar indice de acidez se empled la siguiente ecuacién:

(ml NaOH )(N NaOH)(56.1)
g muestra

indice de acidez =

ml NaOH= ml de NaOH gastados en la titulacién
N NaOH= Normalidad del NaOH empleado




7.4.2 Determinacion de actividad antioxidante
Para determinar la actividad antioxidante se siguié el método descrito por Salinas
Moreno et al. (2012):

A 200 puL del aceite se le adicionaron 2800 uL de DPPH 60 uM, se midié la absorbancia a 517 nm
al inicio, se dejo reaccionar en la obscuridad por 90 minutos y se midié la absorbancia, la
actividad antioxidante se reporta como reduccién del radical DPPH expresado en porcentaje
utilizando la siguiente ecuacion:

(abs,, — abs,,,)
(absm)

inhibiCiénDppH(%) = [ ]xlOO

abs;, = absorbancia al inicio
abs;,, = absorbancia a los 90 minutos de reaccion

7.5 Adicién del extracto acuoso de proteina hidrolizada a un alimento

Se elaboré pan de caja sustituyendo la cantidad de agua por un extracto acuoso de proteina de
amaranto con el fin de elevar el valor proteico, la base de las formulaciones es la siguiente:

Harina de trigo 330g
Manteca 45¢
Azucar 37g
Sal 6g
Leche en polvo 15¢g
Levadura liofilizada 116¢g
Extracto de malta 4g
S500 4g

Se sustituyd la cantidad de 170 ml de agua necesaria para elaborar el pan control por el
extracto de proteina en las siguientes proporciones:

e Pan adicionado con proteina hidrolizada de amaranto en una proporcién proteina
hidrolizada agua (0.5:1): 68 ml de extracto de proteina y 102 ml de agua.

e Pan adicionado con proteina hidrolizada de amaranto en una proporcién proteina
hidrolizada agua (1:1): 85 ml de extracto de proteina y 85 ml de agua.

La harina se cernid con el fin de homogenizar el tamano de particula; los ingredientes secos se
incorporaron primero y se fue agregando lentamente el agua tibia o la mezcla de agua/ extracto




de proteina tibia segun sea el caso, se amaso esta mezcla durante 5 minutos en un mezcladora
con el fin de incorporar todos los ingredientes, pasado este tiempo la masa se amaso a mano
hasta la obtencion de una masa elastica.

La masa obtenida se sometid a fermentaciéon a 35 °C durante 40 minutos, posteriormente se
pesaron 60 g de masa, se bolearon, se moldearon y se sometieron a una segunda fermentacion
en las mismas condiciones, finalmente se hornearon a 225 °C durante 20 minutos.

7.6 Analisis de textura

7.6.1 Preparacion de las muestras de masa
Se pesaron aproximadamente 5 g de masa y se bolearon hasta obtener un tamafio
aproximado de 20 mm de didmetro y 20 mm de altura.

7.6.2 Determinacion del analisis de perfil de textura de la masa

El perfil de textura de la miga de pan fue determinado de acuerdo a lo reportado por
Banos-Espindola (Bafios-Espindola, B; et al, 2008). Se usé un texturémetro TA.XT2i (CT3
Brookfield) bajo las siguientes condiciones de compresién: celda de compresiéon de 2.5 N,
velocidad del cabezal 1.7 mm/seg; 20% de deformacion maxima; didametro del émbolo de
penetracién 58 mm. El centro de cada rodaja de pan se sometié a dos ciclos de compresién-
descompresidn para obtener la curva de Perfil de Analisis de Textura (TPA).

7.6.3 Preparacion de las muestras de miga

Las muestras se prepararon de acuerdo a lo reportado por Osuna (Osuna, 2013), se
cortaron rodajas del pan del centro de la hogaza de un ancho de 20 mm con un cuchillo para
pany se elimind la corteza. Se obtuvieron muestras de la miga del pan con un sacabocado de 20
mm de diametro 25 mm de altura.

7.6.4 Determinacion del andlisis de perfil de textura de la miga de pan

El perfil de textura de la miga de pan fue determinado usando un texturémetro TA.XT2i
(CT3 Brookfield) bajo las siguientes condiciones de compresion: celda de compresién de 2.5 N,
velocidad del cabezal 0.5 mm/seg; 10% de deformacion maxima; didametro del émbolo de
penetracion 58 mm. El centro de cada rodaja de pan se sometié a dos ciclos de compresién-
descompresion para obtener la curva de TPA.




7.7 Andlisis fisico del pan
El pan fue cortado en rebanadas de aproximadamente 1 cm de ancho, se les realizé un
analisis fisico en el que se midio el largo y ancho de la rebanada.

7.8 Analisis sensorial

La prueba (Apéndice 10.3) fue aplicada a 30 jueces sin entrenamiento de un rango de
edad entre los 18 y 25 afos de los cuales 12 jueces fueron hombres y 18 mujeres.

Para determinar si hay diferencia significativa de los parametros de apariencia, sabor,
color, textura y aroma; los datos obtenidos fueron analizados utilizando el programa NCSS
mediante un analisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza de 0.05, las hipdtesis
planteadas fueron las siguientes:

Ho= No hay diferencia entre muestras.

Ha= Hay diferencia entre muestras

7.9 Cuantificacion de proteinas del pan de caja

Se realizd la cuantificacion de proteinas en el pan de caja en base a lo descrito en la
secciéon 7.2.7.




8 Resultados y discusiones

8.1 Obtencidn del extracto de proteina

A la harina de amaranto obtenida se le realizé una hidrélisis enzimdtica con las enzimas
proteasa de Bacillus licheninformis, Viscozyme y pectinasa de Aspergillus aculeatus, sin embargo
con estas dos ultimas enzimas se obtenia un liquido viscoso compuesto principalmente de
almidon (Figura 7).

F .
Figura 7.Extracto obtenido al usar las enzimas Viscozyme y pectinasa

Con la proteasa en cambio se obtenia un extracto acuoso (Figura 8) formado
principalmente por proteinas, por lo que se establecié el uso de esta enzima.

Figura 8. Extracto obtenido al usar la proteasa de Bacillus licheniformis




8.2 Determinacion del rendimiento de extraccion de proteina

Al encontrar que con la proteasa de B. licheniformis se podia obtener un extracto acuoso
de proteina se prosiguié a realizar la hidrolisis enzimatica a diferentes tiempos y diferente U/g

Se cuantificd la cantidad de proteinas presentes en el extracto acuoso por el método de

Bradford obteniéndose que la mayor concentraciéon de proteinas en este medio fue de 0.08
g/ml de extracto.

Para determinar la cantidad de proteina residual en la harina de amaranto se realizé una
cuantificacién por el método de Kjeldahl, obteniéndose que en la harina sometida a hidrélisis
enzimatica con proteasa de Bacillus licheninformis por 4 horas permanecia 0.016 g de proteina
por g de harina de amaranto

En base a los andlisis realizados se encontré que el maximo rendimiento de extraccion fue de
84.4% (Figura 9) a las 4 horas de hidrdlisis con una concentracién de enzima de 0.036 U/g, lo
cual es un rendimiento de extraccidon mayor al reportado por Mokrejs quien logré un
rendimiento de extraccion del 50% usando la combinacién de tres enzimas: BAN 480 L (a-
amilasa), Celluclast (celulasa) y AMG 300L (glucoamilasa) (Mokrejs et al., 2010) .

100

90

80
€ 70
3
‘E 60
=}
X 50
© H Proteasa 2.4 U/g
% 40
£ M Proteasa 3.6 U/g
= 30
a.

20

10

O .

1 2 3 4
Tiempo (h)

Figura 9. Rendimiento de extraccion de proteina en distintos tiempos de hidrdlisis




8.3 Extraccion del aceite

La harina obtenida del residuo seco se sometié a una extraccion en equipo Soxhlet
(Figura 9) obteniéndose la mayor de aceite en 4 horas, sin diferencia significativa usando
proteasa 2.4 U/g (20.44%) que 3.6 U/g proteasa (20.46%.) (Figura 10), estos datos sobrepasan
por mucho al rendimiento obtenido de la harina sin tratamiento enzimatico con el cual se
obtuvo una extraccion de 9.6% de grasa, esto puede deberse a que se libera aceite extra

enlazado a otras macromoléculas, que no puede extraerse cuando se utiliza el método
convencional.(Graso, F. Maroto, B. Camusso, 2006)

m Control

H Proteasa 2.4 U/g

Grasa extraida (%)

M Proteasa 3.6 U/g

1 2 3 4
Tiempo (h)

Figura 10. Grasa extraida (%) del residuo de la hidrdlisis enzimdtica del amaranto




8.4 Analisis fisicoquimico del aceite de amaranto

8.4.1 indice de acidez

El aceite de amaranto sin ser sometido a hidrélisis enzimdtica presentd un indice de
acidez mayor (1.063) que la harina sometida a hidrélisis enzimatica, obteniéndose un menor
indice de acidez (0.1396) a las 4 horas usando proteasa 3.6U/g (Figura 11), esto puede deberse a
gue durante la hidrdlisis enzimatica se extraen los acidos grasos libres los cuales son acarreados
en la fase acuosa dejando en el residuo sélido acidos grasos fuertemente enlazados.
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Figura 11. Indice de acidez del aceite de amaranto obtenido del residuo de la hidrdlisis enzimdtica.




8.4.2 Actividad antioxidante

En la Figura 15 se muestra que la mayor actividad antioxidante (58.45% )se obtiene en el
residuo obtenido a 1 hora de hidrdlisis enzimatica, se observa que al aumentar el tiempo de
hidrdlisis enzimatica la actividad antioxidante disminuye a las 4 horas tanto en la hidrdlisis
realizada con proteasa 2.4 U/gy 3.6 U/g (Figura 12).
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Figura 12. Actividad Antioxidante (%) del aceite de amaranto obtenido a partir de la hidrdlisis enzimdtica
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8.5 Pan de caja adicionado con proteina de amaranto

8.5.1 Andlisis de perfil de textura de masa y de miga

En el cuadro 4 se muestran los resultados de adhesividad, cohesividad y extensibilidad
de las masas, se observa que la fuerza de adhesividad aumenta si se agrega una mayor
concentracion de proteina de amaranto, mientras que la elasticidad disminuye, esto se debe a
que las proteinas del amaranto intervienen con las proteinas presentes en la harina de trigo lo
gue impide que se forme la red de proteinas que se enlazan al adicionar el agua y una fuerza
mecanica.

Cuadro 4.Andlisis de perfil de textura de la masa con y sin proteina hidrolizada de amaranto y su desviacién estdandar.

Muestra Fuerza de Desv. Cohesividad Desv. Elasticidad Desv.
adhesividad  estandar estandar (mm) estandar
(N)
Control 0.99 0.09 0.725 0 2.49 0
Pan con proteina 2.24 0.16 0.66 0.02 2.04 0.04

hidrolizada de
amaranto en
proporcién
proteina
hidrolizada:agua
(0.5:1)

Pan con proteina 2.14 0.43 0.7 0.03 1.9 0.04
hidrolizada de
amaranto en
proporcion
proteina
hidrolizada:agua
(1:1)
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En el cuadro 5 se pueden observar los valores medios de fuerza de adhesividad,
cohesividad, elasticidad y masticabilidad, respectivamente de las distintas migas de los panes
analizados. La fuerza de adhesividad, la cohesividad y la elasticidad no cambian
significativamente al agregar el extracto acuoso de proteina, mientras que el indice de
masticabilidad aumenta al agregar un 50% de proteina lo cual se traduce en un aumento de la
fuerza requerida para desintegrar el alimento.

Cuadro 5. Andlisis de perfil de textura en pan cony sin proteina hidrolizada de amaranto.

Muestra Fuerza de Desv. Cohesivi Desv. Elasticid Desv. indice de Desv.
adhesividad  estandar dad estandar ad (mm) estandar | masticabil estandar
(N) idad (N)
Control 0.01 0 2.09 0 0.32 0.07 1.57 0.01
Pan con 0 0 1.8 0.04 0.4 0 1.29 0
proteina
hidrolizada
de
amaranto
en
proporcion
proteina
hidrolizada
:agua
(0.5:1)
Pan con 0.02 0 1.9 0.01 0.37 0.02 2 0.16
proteina
hidrolizada
de
amaranto
en
proporcion
proteina
hidrolizada
:agua (1:1)




8.5.2 Andlisis fisico del pan de caja

La Figura 13 y Cuadro 6 muestran las caracteristicas fisicas de peso del pan, alto y ancho

de la rebanada, se observa que estas propiedades no se ven afectadas por la adicion del
extracto de proteina.

Figura 13. Rebanadas del pan de caja a) control, b) 40% de proteina y c) 50% de proteina.

Cuadro 6. Andlisis fisico del pan de caja con y sin extracto de proteina.

Control
Pan con proteina
hidrolizada de
amaranto en
proporcion
proteina
hidrolizada:agua
(0.5:1)

Pan con proteina
hidrolizada de
amaranto en
proporcion
proteina
hidrolizada:agua
(1:1)

53

5.5

6.7




8.5.3 Cuantificacion de proteina del pan

La adicidn de extracto acuoso de proteina de amaranto en el pan de caja muestra el aumento
esperado de proteina entre el pan control (11.8%) y el pan de adicionado con proteina
hidrolizada de amaranto en una proporcién proteina hidrolizada:agua (1:1) (16.87%) lo que
representa un aumento del 5% en la cantidad de proteina en cantidad de proteina (Figura 13).
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Figura 14. Aumento de proteina (%) al adicionar el extracto de proteina de amaranto del pan control y los panes adicionados con
proteina hidrolizada de amaranto.




8.5.4 Andlisis sensorial

El cuadro 7 muestra que no hay diferencia significativa entre el pan control y los panes
adicionados con proteina hidrolizada de amaranto, sin embargo en cuanto a aceptacidn global
el menos aceptado por los consumidores es el pan adicionado con proteina hidrolizada de
amaranto en una proporcién proteina hidrolizada:agua (1:1)

Cuadro 7. ANOVA del agrado del pan de caja.

Parametro Nivel de probabilidad Hipotesis aceptada
corregido

Apariencia 0.576211 Ho= No hay diferencia entre muestras

Sabor 0.575956 Ho= No hay diferencia entre muestras

Color 0.712279 Ho= No hay diferencia entre muestras

Textura 0.688573 Ho= No hay diferencia entre muestras

Aroma 0.317224 Ho= No hay diferencia entre muestras

—#—SABOR
—&— APARIENCIA

—&—TEXTURA
AROMA
Proteina Proteina —— ACEPTACION GLOBAL
hidrolizada:Agua™ hidrolizada:Agua
(1:1) (0.5:1)

Figura 15. Aceptacion de las 3 muestras diferentes de pan de caja.




9 Conclusiones

El método propuesto usando la proteasa de Bacillus licheninformis permitié extraer el
84.4% de proteina y el 20.46% de lipidos presentes en la semilla.

El aceite de amaranto extraido a partir del residuo sdélido de la hidrolisis presenta un indice
de acidez de 0.139 mientras que el aceite extraido de la harina sin tratar presentd un indice de
1.06 lo que disminuye el tiempo de refinacion, ademas el aceite obtenido de la harina
pretratada tiene una actividad antioxidante de 58% frente al obtenido de la harina sin
tratamiento que tiene una actividad antioxidante de 41.25%

Al agregar el extracto de proteina de amaranto al pan de caja su contenido proteico no
aumenta considerablemente, sin embargo seria oportuno realizar un andlisis de perfil de
aminodcidos para ver si hay un aumento considerable del aminoacido lisina el cual es limitante
en la harina de trigo.

La adicion de proteina de amaranto en cantidades menores o iguales al 50% no presenta
cambios significativos en la aceptacion del producto.
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11 Apéndice

11.1 Curva patron de Bradford
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Grafico 1a. Curva estandar de albumina de huevo para la cuantificacion de proteina

Tabla 1A. Datos para la curva estandar de proteinas
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11.2 Curva patrén de DPPH
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Grafico 1B. Curva estandar de Trolox para la cuantificacion de actividad antioxidante

Tabla 1B. Datos para la curva estandar de actividad antioxidante

Trolox (ug/mL) \ % AA
64 14.9
128 29.7
192 44.7
256 50.7
320 65.6
384 67.2




11.3 Encuesta realizada para conocer la aceptacion del pan adicionado con proteina

AT\

Instrucciones: A continuacidn se le presentan 3 muestras de pan, por favor coloque del 1 al 3
segln su preferencia debajo del codigo de la muestra, donde 3 es el de mayor preferenciay 1

el de menor preferencia.
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iGracias por su ayuda!




