UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
FACULTAD DE INGENIERIA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

TESIS

“Optimizacion de la extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacion
isoeléctrica de proteinas contenidas en la torta desgrasada de nuez de
Castana (Bertholletia excelsa H. B. K)”

PARA OPTAR EL TiTULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AGROINDUSTRIAL:

AUTORES:

Bach. GARCIA GUERRERO, Lucia
Bach. VARGAS RIVERA, Stiven
ASESOR:

M.Sc. HUAMAN CRUZ, Rall

Puerto Maldonado, Julio del 2026



UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
FACULTAD DE INGENIERIA
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

TESIS

“Optimizacion de la extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacion
isoeléctrica de proteinas contenidas en la torta desgrasada de nuez de
Castana (Bertholletia excelsa H. B. K)”

PARA OPTAR EL TITULO PROFESIONAL DE INGENIERO
AGROINDUSTRIAL:

AUTORES:

Bach. GARCIA GUERRERO, Lucia
Bach. VARGAS RIVERA, Stiven
ASESOR:

M.Sc. HUAMAN CRUZ, Radl

Puerto Maldonado, Julio del 2026



RST-RI_Optimizacién de la extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacion isoeléctrica de
proteinas contenidas en la torta desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K)

INFORME DE ORIGINALIDAD

4., 3y A Os

INDICE DE SIMILITUD FUENTES DE INTERNET PUBLICACIONES TRABAJOS DEL ESTUDIANTE

FUENTES PRIMARIAS

Carlos Alberto Martins Cordeiro, Evaldo Martins da Silva, Norma Suely 1
. A . . . i %
Evangelista-Barreto. "Ciéncia e Tecnologia de Alimentos: pesquisa e praticas
contemporaneas - Volume 2", Editora Cientifica Digital, 2021

Publicacién

repositorio.unap.edu.pe 1 %
0

Fuente de Internet

[B2]

repositorio.unamad.edu.pe 1 o
0

Fuente de Internet

[e2]

hdl.handle.net 1 o
0

Fuente de Internet

L~ |

Samuel S. M. Sun, Filomena W. Leung, Jody C. Tomic. "Brazil nut (Bertholletia 1 o
excelsa HBK) proteins: fractionation, composition, and identification of a sulfur- °
rich protein", Journal of Agricultural and Food Chemistry, 1987

Publicacion

[ea]

Excluir citas Activo Excluir coincidencias <1%

Excluir bibliografia Activo



DEDICATORIA

A Dios, por darme la vida, la fortaleza, la sabiduria y la perseverancia
necesarias para culminar esta importante etapa de mi formacion profesional.
Gracias por acomparfiarme en cada desafio, iluminar mi camino y permitirme

alcanzar una de las metas mas significativas de mi vida.

A mis padres y a mi familia, por su amor, apoyo incondicional, comprension y
constante motivacion a lo largo de este camino. Gracias por creer en mi, por
alentarme a seguir adelante en los momentos dificiles y por compartir conmigo
cada esfuerzo y logro alcanzado. Asimismo, dedico este trabajo a todas las
personas que, de una u otra manera, contribuyeron a mi crecimiento personal

y profesional. Con profundo carifio y gratitud, les dedico este trabajo.
Lucia Garcia Guerrero

A Dios, por bendecirme con salud, fortaleza y determinacién para superar
cada obsticulo y permitirme culminar satisfactoriamente esta importante
etapa académica. Su guia y proteccion fueron fundamentales para

mantenerme firme en la busqueda de mis metas y suefios.

A mis seres queridos, especialmente a mi familia, por su apoyo incondicional,
paciencia y confianza durante todo este proceso. Gracias por acompafiarme
en cada paso, brindarme animo en los momentos dificiles y celebrar conmigo
cada avance alcanzado. También dedico este trabajo a todas las personas
que aportaron con sus ensefianzas, consejos y motivacion para hacer posible

este logro. Con afecto y sincero agradecimiento, les dedico este esfuerzo.

Stiven Vargas Rivera



AGRADECIMIENTOS

Expresamos nuestro mas sincero agradecimiento a Dios por brindarnos la
fortaleza, la salud y la perseverancia necesarias para culminar

satisfactoriamente esta investigacion.

Asimismo, expresamos nuestra profunda gratitud al profesor Jesus Manuel
Arizaca Flores, por su orientacién y valioso apoyo durante el desarrollo de
este trabajo. De igual manera, agradecemos a nuestro asesor de tesis por
compartir generosamente sus conocimientos, experiencia y dedicacién, asi
COMO por su constante acompafiamiento y compromiso en cada etapa de la

investigacion.

Agradecemos también a los docentes de la Universidad Nacional Amazodnica
de Madre de Dios, quienes a lo largo de nuestra formacién académica
contribuyeron significativamente a nuestro crecimiento profesional mediante
sus ensefianzas, consejos y experiencias compartidas, las cuales fueron

fundamentales para la realizacion de esta tesis.

De igual forma, expresamos nuestro reconocimiento a los miembros del jurado
calificador por el tiempo dedicado a la revisién y evaluacion de la presente
investigacion, asi como por sus valiosas observaciones y recomendaciones,

que permitieron fortalecer y mejorar la calidad de este trabajo.

Finalmente, agradecemos a nuestras familias, companeros y a todas aquellas
personas que, de una u otra manera, nos brindaron su apoyo, confianza y
motivacion durante este proceso, haciendo posible la culminacién de esta

importante etapa académica y profesional.



PRESENTACION

La presente investigacion, se realizé con torta de nuez de castafia desgrasada
(TDC) mediante prensado hidraulico en la planta piloto de frutas y hortalizas
de la Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios, la torta de nuez de
castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) desgrasada es utilizada en la actualidad
para la alimentacion animal. Ademas, se sabe que la “torta” es rica en
componentes bioactivos, especialmente compuestos fendlicos, tocoferoles,
minerales y proteinas. Sin embargo, se tiene poca informacion cientifica
respecto al aprovechamiento de la torta desgrasada de nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K), para la produccién de concentrados o aislados
de proteina (APC), insumo nutracéutico de importancia en diversidad de

alimentos funcionales.

Es asi, que se vio la necesidad de plantear la siguiente investigacion,
“Optimizacién de la extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacién
isoeléctrica de proteinas contenidas en la torta desgrasada de la nuez de
Castafna (Bertholletia excelsa H. B. K)”, se obtuvieron datos importantes y
relevantes, como, la evaluacion de las condiciones operativas Optimas para
la extraccién alcalina asistida por ultrasonido(EAAU) (Solucién de pH,
Relacién masa muestra : masa solucion, tiempo de sonicacion, temperatura
de extraccion) y la posterior precipitacion isoeléctrica, para garantizar el
rendimiento y las propiedades funcionales del aislado proteico de la torta

desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) (APC).

El trabajo de investigacion consta de cuatro capitulos, estructurados de la
siguiente manera: Capitulo I: problema de investigacion, se consigna la
descripcion de los problemas, los objetivos, las variables, las hipotesis y
justificacion. Capitulo IlI: marco tedrico, donde se consignan todos los
antecedentes de la investigacion y la revision bibliografica de los conceptos
mas relevantes del estudio. Capitulo Ill: materiales y métodos, donde se
muestra las generalidades de la investigacion, materiales y equipos utilizados,
asi mismo, se describen las metodologias utilizadas para llevar a cabo la
investigacion. Capitulo 1V: resultados del trabajo de investigacion, donde se

muestra los resultados obtenidos y su comparacion con otros estudios



INTRODUCCION

La creciente demanda de proteina de alta calidad ha incentivado la
bldsqueda de fuentes alternativas en los subproductos agroindustriales y el
interés en la optimizacion de métodos amigables con el medio ambiente en
la extraccion y purificacion de proteinas de origen vegetal. En este contexto,
la torta desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K)
(TDC), subproducto de la extraccion de aceite de esta nuez, se posiciona
como una fuente potencialmente valiosa de proteinas. Sin embargo, es
fundamental  desarrollar  técnicas  eficientes que  maximicen
simultaneamente el rendimiento y las propiedades funcionales de las
proteinas extraidas.

La extraccion alcalina asistida por ultrasonido (EAAU) ha demostrado ser
una metodologia prometedora para mejorar la eficiencia de la extraccion de
proteinas, ya que combina las ventajas solubilizacién de proteinas en
medio alcalino con los efectos mecénicos de cavitacion ultrasonica,
facilitando la ruptura celular en la matriz de la nuez de Castafia (Bertholletia
excelsa H. B. K)" y la extraccion sélida — liquido de las proteinas. Ademas,
la precipitacion isoeléctrica es un método efectivo para purificar las
proteinas solubilizadas en medio acuoso al modificar el pH del medio, que
permite la separacion de proteinas en funcién de su punto isoeléctrico, que

mejora las propiedades funcionales del producto final.

El problema central de este proyecto de tesis es determinar cudl es la
condicion operativa Optima para la extraccion alcalina asistida por
ultrasonido (EAAU) y la posterior precipitacion isoeléctrica que maximice
simultdneamente las propiedades funcionales y rendimiento de la proteina
extraida de la torta desgrasada de la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa
H. B. K) (TDC)”. A pesar del potencial prometedor, la optimizacion de estos
procesos aun presenta desafios significativos debido a la complejidad de
los factores involucrados, como el pH de la solucién, el tiempo de
sonicacioén, la temperatura de extraccion y la proporcién entre la masa de
torta de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) desgrasada y el

volumen del solvente.



Para abordar estos desafios, este proyecto de tesis se propone optimizar
las condiciones operativas para la extraccion alcalina asistida por
ultrasonido y la precipitacion isoeléctrica (EAAU-PI) de proteinas
contenidas en la torta desgrasada de nuez de castafa (Bertholletia excelsa
H. B. K) (TDC). Los objetivos especificos incluyen establecer la relacion
cuantitativa entre las condiciones de operacion y el rendimiento y
concentracion de proteinas, determinar el punto de precipitacion
isoeléctrica de las proteinas de la harina, analizar el impacto de diversos
factores de extraccion sobre el rendimiento y propiedades funcionales de
las proteinas vy, finalmente, identificar las condiciones operativas optimas

para maximizar estos parametros.

El éxito en la optimizacién de estos procesos no solo ayudo a mejorar las
propiedades funcionales y el rendimiento de las proteinas extraidas, sino
que también contribuye al desarrollo de aplicaciones industriales vy
alimentarias que valoren los subproductos de la nuez de Castafa
(Bertholletia excelsa H. B. K), promoviendo una utilizacion més eficiente y

sostenible de los recursos agroindustriales.
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CAPITULO 1: PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1 Descripcion del problema

El arbol de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K), cominmente conocida
como arbol de nuez de Brasil, especie nativa que se encuentra en
concentraciones significativas en Brasil, Bolivia y Perd, donde crece en
rodales naturales (Ibiapina et al. 2022). Del arbol de Castafia (Bertholletia
excelsa H. B. K), se colectan los cocos de Castafia (Bertholletia excelsa H. B.
K), que son procesados para producir nueces peladas para exportacion,
actividad comercial de importancia en Madre de Dios. Durante el proceso
productivo, se generan subproductos denominados nueces quebrado
(broken), destinados a la agroindustria local, para la produccion de aceite de
Castafna (Bertholletia excelsa H. B. K) mediante prensado hidraulico o por
expeller; de esta actividad, se generan residuos sélidos denominados “torta
desgrasada de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) (TDC)”,
utilizada para alimentacion animal previo acondicionamiento. Por otro lado, se
sabe que la “torta” es rico en componentes bioactivos, especialmente
compuestos fendlicos (Gomes y Torres 2016), tocoferoles, minerales
(especialmente selenio) y proteinas (Gomes y Torres 2016; Santos et al.
2013). No obstante, se tiene escasa informacion cientifica respecto al
aprovechamiento de la TDC, para la produccion de concentrados o aislados
de proteina (APC), insumo nutraceutico de importancia en diversidad de

alimentos funcionales.

La extraccion alcalina-precipitacion isoeléctrica (EA-PI) es uno de los métodos
convencionales mas utilizados para extraer proteinas de fuentes vegetales
(Gengdag, Gorgug y Yilmaz 2021), sin embargo, debido al tiempo prolongado

de extraccion, las proteinas son susceptibles a desnaturalizacion, cambiando



las estabilidad de las estructuras secundarias, terciarias o cuaternarias, asi
como las posibles reacciones secundarias adversas y potencial toxicidad, que
pueden conducir a agregacion, solidificacién, reduccién de la solubilidad y
pérdida de propiedades funcionales de las proteinas, como la gelificacién. y
emulsificacion (Helikh, Gao y Duan 2020). Por otro lado, los procesos
asistidos por ultrasonido utilizan la cavitacion acustica para alterar las células
y tejidos vegetales y mejorar la transferencia de masa durante el proceso de
extraccion (Chemat et al. 2020;Gao, Rao y Chen 2024), sumadas a ellas su
facil manejo y seguridad, porque se realiza a presion atmosférica y
temperatura ambiente, uso de cantidades adecuadas de solvente y requiere
un tiempo de procesamiento relativamente corto. Se reportan que, la
extraccion asistida por ultrasonido (EAU) de proteinas aumentan
significativamente el rendimiento (Ding et al. 2021;Sun et al. 2020;Preece
etal. 2017), sin embargo, una alta potencia y un tiempo prolongado de
sonicacion pueden reducir la capacidad de emulsificacion y formacion de
espuma (Jahan etal. 2022). Cuestionamientos que se deben de seguir
estudiando por la singularidad de la interaccion de las propiedades
estructurales y funcionales de la matriz vegetal (MV), asi como las relaciones
termodinamicas, cinéticas y de transferencia de masa con los solventes a
diferentes condiciones operativas, considerandose como un proceso complejo
(Gao, Rao y Chen 2024; Jia-Tih y Shukao 1990; Wrabl, Larson y Hilser 2002),

como es el caso de la nuez de castafia, cuyo estudio aun no fue tratado.

La nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K), estad principalmente
conformado por tres clases de proteinas: 11S, 7S y 2S (Ariane et al. 2015;
Jayasinghe y Caruso 2011; AMPE et al. 1986), teniendo altas concentraciones
de glutamina/acido glutamico y arginina, particularmente la proteina 2S que
contiene cantidades excepcionalmente grandes de aminoacidos azufrados,
17,9% Mety 8,7% Cys Por otro lado, la nuez de Castafa (Bertholletia excelsa
H. B. K) es rica en selenio y contiene alrededor de 126 ppm de Se, las cuales
estdn unidos mediante enlace covalente a dos aminoacidos para formar
selenometionina y selenocistina (Chunhieng et al. 2004). Se reporta que, los
principales alérgenos en las nueces de Brasil son las proteinas albumina 2S

y globulina 12S, que pueden desencadenar respuestas alérgicas graves en



personas sensibilizadas (Van Bilsen et al. 2013; Ariane y Vildes 2015). Los
procesos de extraccion asistido por microondas y ultrasonido han mostrado la
disminucion de alergenicidad en aislado de proteina de soja debido a la
alteracion de la estructura secundaria de las proteinas (Sengar et al. 2022),
observacion que abre oportunidades para el aprovechamiento de las
bondades de la Nuez Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) utilizando

procesos emergentes.

Las propiedades fisico-quimicas, tecno-funcionales y bio-funcionales de las
proteinas extraidas por ultrasonido (PE-AUS) y EA-PI estan estrechamente
relacionadas con las condiciones operativas, especialmente el pH de la
solucién, tiempo y potencia de sonicacion, temperatura de extraccion y
tamafio de particula de la MV, asi un pH y una temperatura de solucién altos
y un tiempo de extraccion prolongado dan como resultado un mayor
rendimiento de proteina, pero provocan la formacion de mas enlaces disulfuro
intermoleculares, razén de una inadecuada funcionalidad de la PA (Yao et al.
2023). Establecer un equilibrio entre las propiedades funcionales vy
rendimiento en proteina aislada de la TDC, fijando las condiciones operativas
de la EP-AUS mediante optimizacion multiobjetivo como aporte al
conocimiento absolverd cuestionamientos aun no profundizados en la

literatura cientifica, que fueron abordados en la tesis.

1.2 Formulacion del problema

¢,Cual es la condicién operativa 6ptima de extraccién alcalina asistido por
ultrasonido y precipitacion isoeléctrica que maximice las propiedades
funcionales y rendimiento de proteina extraida de la torta desgrasada de nuez

de Castafna (Bertholletia excelsa H. B. K)?

1.3 Obijetivos

Determinar la condicion operativa optima de extraccion alcalina asistido por
ultrasonido y precipitacion isoeléctrica que maximice las propiedades
funcionales y rendimiento de proteina extraida de la torta desgrasada de nuez

de Castaia (Bertholletia excelsa H. B. K).



1.3.1 Objetivos especificos

1.

3.

Establecer la relacidon cuantitativa entre las condiciones de operacion
de extraccion alcalina asistido por ultrasonido con el rendimiento y

concentracion de proteina extraida;

Determinar el punto de precipitacion isoeléctrica de las proteinas de la
harina de torta desgrasada de la nuez de Castaria (Bertholletia excelsa
H. B. K) (TDC);

Analizar cédmo los factores de extraccion (pH de la solucion, tiempo de
sonicacion, temperatura de extraccion y proporcion de masa de harina
de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) desgrasada
respecto al volumen del solvente) afectan el rendimiento, contenido de
proteina, solubilidad y actividad emulsificante de la proteina extraida de

la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa); y

Determinar las condiciones operativas Optimas para la extraccion
asistida por ultrasonido que maximicen el rendimiento, solubilidad y
actividad emulsificante de la proteina extraida de la torta desgrasada

de la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa).

1.4 Variables

Tabla 1: Variables de estudio

VARIABLES INDEPENDIENTES:

Condiciones operativas de extraccion alcalina asistido por ultrasonido y
precipitacién isoeléctrica de proteina extraida de la torta desgrasada de nuez
de Castana (Bertholletia excelsa)

VARIABLES DEPENDIENTES:

Rendimiento y propiedades funcionales de proteina extraida de la torta
desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa)




1.5 Operacionalizacion de variables

Tabla 2: Operacionalizacion de variables

TIPO DE VARIABLE INDICADOR INDICES
Proporcion masa muestra:
volumen solucién (1: ; g: 10; 20; 30; 40; 50
mL)
VARIABLES pH solucién 9;10; 11; 12; 13

INDEPENDIENTES Temperatura del proceso

° 45; 50; 55; 60; 65
(°C)

Tiempo (min) 30; 60; 90; 120; 150

Concentracién de proteina %

Capacidad de absorcién

de agua y aceite 9/g
VARIABLES ) -
DEPENDIENTES Capaqqlad y estabilidad %
emulsificante
Rendimiento global en
proteina aislada de B. %

excelsa

1.6 Hipétesis

La extraccion alcalina asistida por ultrasonido (EAAU) en condiciones 6ptimas
de proporcién de masa, pH, temperatura y tiempo, seguida de precipitacion
isoeléctrica, maximiza el rendimiento y mejora las propiedades funcionales
(solubilidad y actividad emulsificante) de las proteinas extraidas de la torta
desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K), haciéndolas

aptas para aplicaciones alimentarias.

1.7 Justificacion

La actividad comercial de la region de Madre de Dios esta relacionada con la
mineria formal e informal (Caballero Espejo et al. 2018; Swenson et al. 2011),
asi mismo, se considera que la segunda actividad econémica de importancia
es la cosecha y agroindustria de la Nuez de Castafia (Bertholletia excelsa
H.B.K) seguida de la produccion de madera (MINCETUR 2023; Willem,

Ingram y Guariguata 2019). De esta manera, la oferta exportable de MDD esta



integrada por: oro (76% del total), castafias (18%) y productos maderables
(6%: perfilados y aserrados); cabe resaltar que, la agroexportacion de la
region en el primer semestre de 2023 cay6 21% como resultado de la menor
venta de nueces de castafias (Bertholletia excelsa H. B. K) (-20%), afectado
por un menor precio (-33%). Este producto se destina a Corea del Sur (30%),
Union Europea (27%), EEUU (20%) y otros. Los volumenes de exportacion de
nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) pelada segun MINCETUR
2023, en los afos 2020, 2021 y 2022 fueron de 4976, 4122 y 4295 toneladas
respectivamente. Considerando que en el proceso de pelado de la nuez de
Castana (Bertholletia excelsa H. B. K) se producen un 5 % de cascaray 10 %
de subproductos como nueces de recorte y rotos (broken) entonces, para la
exportacion de los volumenes indicados fueron necesarios 6220, 5152 y 5369
toneladas de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) con cascara, y se
produjeron 933, 773 y 805 toneladas de nuez tipo broken (4, 5, 6, y 7, con
tamafios de 0,1 a 2,4 cm). Esta cantidad de subproducto estd destinado en
gran parte a la produccion de aceite de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K)
y uso en la confiteria y pasteleria local y nacional. Considerando que el
contenido de grasa es de 60 a 65 g/100 g, se generan de 269 a 373 toneladas
de torta de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K)(TDC) con1 a5 %
de grasa, segun los métodos de extraccion de aceite. Esta cantidad de torta
esta destinada principalmente como insumo para alimentacion de animales
(alimento balanceado) o simplemente como desecho. Por tanto, podemos
observar que se tiene una gran oportunidad de aprovechamiento
agroindustrial a través de procesos de recuperacion de la proteina contenida
en la torta de castafia, objetivo del trabajo de tesis propuesto.

La nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) es considerada como
superalimento (Moreda-Pifieiro et al. 2020), por ser una fuente rica en grasa,
proteina, vitamina y minerales, exhibe una combinacion de propiedades
nutricionales, funcionales y bioactivas, con diversidad de aplicaciones en la
industria alimentaria, cosmética y nutraceutica (Ariane et al. 2015a); Bisht,
Singh y Kaldate 2021). Las proteinas de fuentes vegetales se clasifican en
diferentes familias segun sus propiedades bioquimicas y estructurales, asi en

la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K), se ha identificado



principalmente la albimina 2S destacada por su riqueza en glutamina, acido
glutamico, arginina y los aminoacidos azufrados cisteina y metionina (AMPE
etal. 1986), asi mismo, se presentan 7S y 11S como proteinas de
almacenamiento de la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) (Sharma
et al. 2010). El contenido de proteina en la nuez de Castafia (Bertholletia
excelsa H. B. K) varia de 13 a 15 % y selenio en promedio 290,5 ug/g,
constituyendo una fuente rica en selenoproteina (Jayasinghe y Caruso 2011;
Lima et al. 2019). Se considera al selenio como un oligoelemento esencial
para la salud, que, al ser absorbido por el higado, realiza diversas funciones
fisioldgicas con actividad redox y antiinflamatorias, asi como la estimulacion
de la activacion de las células del sistema inmunolégico y el mantenimiento
de la funcion cerebral y enfermedades cardiovasculares (Zhang, Li y Wei
2023). A la fecha se tiene limitada informacion sobre aislamiento de proteinas
por procesos de extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica (EA-PI),
considerandose oportuno bordar estudios para la comprension del proceso de
aislamiento y escalamiento para el aprovechamiento de la torta proveniente

de la extraccion de aceite de nuez de Castafa (Bertholletia excelsa H. B. K).

Segun la base de datos bibliografica de resimenes y citas de articulos de
revistas cientificas SCOPUS, con los términos “ protein extraction bertholletia
excelsa nuts” se tiene 11 documentos relacionados, con publicaciones
iniciados en el afio 1998 a la fecha, apreciandose que no se tiene un trabajo
de aislamiento de proteina de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K),
por extraccion alcalina y precipitacion isoeléctrica, sino publicaciones
referentes a la identificacion de los micronutrientes y componentes bioactivos
en la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) asi como el manejo
agroforestal y su relacién con el medio ambiente (SCOPUS 2024). Los paises
gue mas publicaron en este tema fueron Brasil con 17 publicaciones, Estados
Unidos, Japon, México y Reyno Unido. Segun esta referencia, nuestro pais
aun no tiene publicacion alguna referido al tema propuesto, por lo que es
propicio abordarlo y llegar a publicar como contribucién al acervo del

conocimiento mundial, objetivo del trabajo de tesis planteado.



1.8 Consideraciones éticas

La realizacion de esta investigacion se adhiri6 a los mas altos estandares
éticos, asegurando la responsabilidad y el respeto en todas sus fases. Dado
que el estudio se enfoca en el aprovechamiento de un subproducto
agroindustrial (torta de nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K)) y no
involucra directamente a seres humanos o animales para pruebas de
consumo o experimentacion invasiva, las consideraciones éticas primordiales
giraron en torno a la integridad cientifica, la transparencia y el impacto

ambiental.

En primer lugar, se garantizé la integridad de los datos y la rigurosidad
metodoldgica en la recoleccion, analisis e interpretacion de los resultados.
Toda la informacién presentada, incluyendo las fuentes bibliograficas, fue
citada de manera precisa y veraz, evitando cualquier forma de plagio o
manipulacion de datos. Los procedimientos experimentales fueron disefiados
para ser replicables y sus resultados verificables, contribuyendo asi a la

credibilidad del conocimiento generado.

En segundo lugar, la investigacion consider6 el impacto socioeconémico y
ambiental de las actividades relacionadas con la cadena de valor de la nuez
de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) en Madre de Dios. Al proponer la
valorizacion de un subproducto que de otra manera seria desecho, el estudio
se alinea con principios de sostenibilidad y bioeconomia circular. La busqueda
de métodos eficientes para la extraccion de proteina busca no solo un
beneficio economico, sino también una reduccion del desperdicio y una

optimizacion de los recursos naturales.

Finalmente, se actud con transparencia en la difusion de los hallazgos. Los
resultados de esta tesis se buscaran publicar para que contribuyan al
conocimiento publico, especialmente en un éarea donde la produccion
cientifica peruana es limitada. Esto permitira que la informacion sea accesible
para la comunidad académica, la industria local y otros actores interesados

en el desarrollo sostenible de la region.



CAPITULO Il: MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de estudio

Se tiene muy escasa informacion cientifica de la extraccion alcalina por
ultrasonidos y la precipitacion isoeléctrica (EAAU-PI) para extraer proteina de
nuez de Castaina (Bertholletia excelsa H.B.K), por consiguiente, se hizo
referencia a la caracterizacion de las proteinas de nuez de Castafa
(Bertholletia excelsa H. B. K) y los procesos de aislamiento de proteinas

contenidas en fuentes vegetales, siendo éstas:

Sun et al. (2023), en el libro de “Green Protein Processing Technologies from
Plants” plantea como objetivo presentar y analizar métodos novedosos para
la extraccién y purificacion de proteinas de plantas, con el fin de impulsar el
desarrollo de productos basados en proteinas vegetales. los autores
consideran como variables a las proteinas vegetales (su extraccion y
purificacion), tecnologias de procesamiento (tecnologias innovadoras para la
extraccion, purificacion, concentracion y fraccionamiento de proteinas
vegetales) y al desarrollo de productos (aplicaciones de las proteinas
vegetales en la creacion de productos alimenticios, farmacéuticos, cosméticos
y otros) el libro como resultado menciona que el ultrasonido es una técnica
prometedora respecto a los métodos tradicionales, conduciendo a mejorar el
rendimiento de extraccion y las propiedades funcionales de las proteinas de
origen vegetal, pero los impactos especificos dependen de la fuente de
proteina y las condiciones de procesamiento, por tanto, se requiere una
optimizacion cuidadosa de las condiciones operativas para lograr los efectos
deseados en las propiedades fisicoquimicas, funcionales y nutricionales de la
proteina aislada. Esto debido a los efectos de cavitacion del ultrasonido que

alteran las paredes celulares y mejoran la transferencia de masa. El libro
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concluye que las tecnologias de procesamiento de proteinas vegetales estan
avanzando rapidamente, lo que abre nuevas posibilidades para el desarrollo
de productos sostenibles y de alta calidad. Se destaca la importancia de la
investigacion y la innovacion para optimizar los procesos de extraccion y
purificacion, asi como para explorar nuevas aplicaciones de las proteinas

vegetales;

Sengar et al. (2022), en el articulo "Aplicacion de ultrasonidos de potencia
para la extraccién, modificacion y reduccion de alérgenos de proteinas
vegetales: una revision" analizaron la reduccion de alérgenos en proteinas
vegetales extraidos con ultrasonido, con el objetivo de evaluar cémo los
ultrasonidos de potencia mejoran la eficiencia de extraccion y las propiedades
funcionales de las proteinas vegetales. Con variables independientes: los
pardmetros del tratamiento con ultrasonido de potencia; y variables
dependientes: las propiedades funcionales de las proteinas vegetales. En el
articulo se destaca que los procesos EAU, pueden modificar la estructura
secundaria de las proteinas, lo que mejora las propiedades tecnofuncionales
como la solubilidad, la emulsificacion y la estabilidad térmica, asi como una
reduccion de alérgenos de las proteinas vegetales en comparacion con los
métodos convencionales, para el cual debe requerirse la optimizacion de los
parametros de ultrasonido como la amplitud, la relacién soluto-disolvente y el
pH con el fin de disminuir la capacidad de unién a Inmunoglobulina E (IgE) de
ciertos alérgenos de proteinas vegetales, haciéndolos potencialmente menos
alergénicos. Como resultado este indica que la EAU mejoran
significativamente el rendimiento de la extraccion y modifican las propiedades
funcionales de las proteinas vegetales asi mismo el tratamiento con
ultrasonidos mejora la solubilidad, la emulsificacidn y la estabilidad térmica de
las proteinas. En conclusién, la extraccién asistida por ultrasonido es una
tecnologia prometedora para mejorar la extraccion y modificacion de las
proteinas vegetales, haciéndolas mas adecuadas para diversas aplicaciones

alimentarias.

Wang et al. (2020), en su investigacion “Un método eficaz de extraccién de

proteina de guisante asistido por ultrasonidos y su efecto sobre las
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propiedades funcionales de la proteina y las actividades biologicas”.
Elaborado con el objetivo de desarrollar un método de extraccion alcalina
asistida por ultrasonidos para lograr altos niveles de extraccion de aislado de
proteina de guisante (PPI), Optimizar los pardmetros de extraccion utilizando
la metodologia de superficie de respuesta. Y evaluar los efectos del
tratamiento con ultrasonidos sobre las propiedades funcionales y las
actividades biologicas de la proteina de guisante extraida. Las variables
tomadas para este estudio fueron cuatro: relacion solida/ liquido, pH, amplitud
ultrasénica y el tiempo ultrasonico. El estudio muestra que la extraccion
asistida por ultrasonido (EAU) es un método eficiente y respetuoso con el
medio ambiente para obtener proteina de guisante de alta calidad con
propiedades funcionales mejoradas en comparacion con las técnicas de
extraccién convencionales, optimizando parametros de los EAU como la
amplitud (25-75%), la relacion soluto-disolvente (1:10-1:30) y el pH (9-13) para
maximizar el rendimiento de proteinas. Las condiciones Optimas determinadas
fueron 75% de amplitud, proporcién 1:20 y pH 11, lo que produjo un 39,12%
de extraccion de proteinas. El proceso EAU dio como resultado un
rendimiento de extraccion de proteinas aproximadamente un 150 % mayor en
comparacion con los métodos de extraccion convencionales. Por otro lado, las
propiedades funcionales de la proteina extraida mostraron una alta
solubilidad, una buena capacidad de retencion de agua y aceite y propiedades
emulsionantes mejoradas en comparacidbn con la proteina extraida
convencionalmente. El estudio concluyo que la extraccion alcalina asistida por
ultrasonidos es un método eficiente para extraer proteina de guisante con
mayores rendimientos y propiedades funcionales mejoradas en comparacion

con los métodos tradicionales;

Aguilar-Acosta et al. (2020), en el articulo cientifico de “Efecto de la aplicacion
de ultrasonidos en el rendimiento proteico y el destino de los alcaloides
durante el proceso de extraccion alcalina del lupino” se tuvo como objetivo la
evaluacion del efecto de la aplicacidén de ultrasonido sobre el rendimiento de
proteinas de lupino y la reduccién de alcaloides de quinolizidina (QA) durante
el proceso de extraccion. Las variables tomadas fueron: las especies de

Lupino (L. albus, L. angustifolius, L. mutabilis) como variable independiente y
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como variables dependientes se tomo: el rendimiento proteico, composicion
nutricional, concentracion total de alcaloides y las propiedades funcionales.
Los resultados sugieren que la extraccion alcalina asistida por ultrasonidos
puede ser un método beneficioso para obtener proteina de lupino de alta
calidad con un contenido reducido de alcaloides y propiedades funcionales
mejoradas. Este proceso podria resultar util en el disefio de futuros procesos
de extraccion de proteinas para satisfacer la creciente demanda de alimentos
ricos en proteinas. En conclusion, el tratamiento con ultrasonido puede
mejorar la eficiencia de la extraccion de proteinas y el perfil nutricional de las
proteinas contenidas en las diferentes variedades de Lupino, asi mismo se
demostré que las diferentes especies de lupino presentan caracteristicas
distintivas que pueden influir en su idoneidad para diversas aplicaciones

alimentarias;

Gomes y Torres (2016), en su investigacion “Extraccion optimizada de
compuestos antioxidantes polifendlicos de torta de nuez de Brasil (Bertholletia
excelsa) y evaluacion del perfil de polifenoles por HPLC” optimizaron las
condiciones de extraccién de antioxidantes polifendlicos de la torta y la
cascara de nuez de Brasil (Bertholletia excelsa), utilizando extraccion liquida
presurizada (ELP) y extraccion asistida por ultrasonido (EAU) utilizando como
disolventes agua/alcohol (etanol y metanol) con 0-50 % V/V a temperaturas
de 50-200 °C en PLE y 50 °C en EAU. Con ELP a 200°C y 50% v/v de
agua/Etanol (EtOH). Las variables tomadas para el estudio incluyeron: las
condiciones de extraccion (temperatura, tiempo de homogenizacién y la
composicion del solvente), rendimiento de compuestos fendlicos y la
capacidad antioxidante. Al fin del estudio como resultados se obtuvieron
mayores rendimientos 33,8-38,4%, 4673-5435 mg GAE/100g y una capacidad
antioxidante de 397-502 ymol TE/g. Y en conclusion se demostré que la torta
de nuez de Brasil (Bertholletia excelsa) es una fuente valiosa de compuestos

fendlicos con un potencial antioxidante significativo;

Chunhieng et al. (2004), en su estudio “Estudio de la distribucion del selenio
en las fracciones proteicas de la nuez de Brasil, (Bertholletia excelsa)” se

realizod con el objetivo de analizar la composicion mineral de las nueces de
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Castana (Bertholletia excelsa H. B. K), concentrandose especificamente en el
contenido de selenio, investigar las fracciones proteicas extraidas de las
nueces de Castafia (Bertholletia excelsa H. B. K) y su composicion de
aminoacidos. Se considero como variable independiente al método de
extraccion, niveles de pH durante la extraccion y las condiciones ambientales
gue afectan a las nueces; y como variables dependientes se tomo el contenido
de selenio, humedad, contenido de cenizas y composicion de aminoacidos de
las fracciones proteicas. Como resultados se obtuvo que la nuez de Castana
(Bertholletia excelsa H. B. K) es una fuente excepcionalmente rica de selenio,
con 126 ppm de Selenio, asi mismo, proporcionan informacién de la
distribucion del selenio en la fraccion proteica extraida con agua, siendo el
17,7 % de la proteina total, donde el selenio esta unido covalentemente a dos
aminoéacidos, formando selenometionina y selenocistina con implicaciones
para la biodisponibilidad y el valor nutricional del selenio de las nueces de
castafia (Bertholletia excelsa). En conclusion, Las nueces de castafia
(Bertholletia excelsa) son una fuente rica de selenio, lo que las convierte en
un componente dietético valioso para la ingesta de selenio también se
demostré el potencial de las nueces de castafia (Bertholletia excelsa) como

materia prima para la formulacion de alimentos saludables ricos en selenio;

Jayasinghe y Caruso (2011), en su investigaciéon “Investigacion de proteinas
que contienen selenio en las nueces de castafia (Bertholletia excelsa) o
nueces de Brasil mediante métodos ICPMS, MALDI-MS y LC-ESI MS”
utilizaron una combinacion de técnicas ICPMS, MALDI-MS y LC-ESI-MS con
el objetivo de investigar las proteinas que contienen selenio presente en las
nueces de castafia (Bertholletia excelsa). Las variables independientes
tomadas fueron: los diferentes tipos de extraccion, técnicas cromatograficas,
y como variables dependientes: la concentracion y distribucién de proteinas
que contiene el selenio, pureza de las proteinas e identificacion de las
proteinas. En los resultados llego a observarse que la selenometionina
representd poco menos del 1% del contenido total de metionina en las
proteinas, esto indica que una porcion significativa del selenio en las nueces
de castafna (Bertholletia excelsa) esta presente en forma de selenoproteinas

unidas organicamente, en lugar de compuestos de selenio inorganicos, asi
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mismo proporciono informacion detallada sobre la especiacion y distribucion
del selenio dentro de los componentes proteicos de las nueces de castafia
(Bertholletia excelsa), lo que tiene implicaciones para la biodisponibilidad y el
valor nutricional del selenio de esta fuente alimenticia. La investigacion
concluyo en que sugieren que las nueces de castafia (Bertholletia excelsa)
son una fuente importante de proteinas que contienen selenio, lo que puede
contribuir a sus beneficios para la salud y también el estudio enfatiza la
importancia de utilizar métodos apropiados para la extracciéon y el analisis de

proteinas para preservar la integridad y la funcionalidad de las proteinas;

Sun, Leung y Tomic (1987), en su investigacion “Proteinas de la nuez de
castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.): Fraccionamiento, composicion e
identificacion de una proteina rica en azufre” con el objetivo de: Fraccionar las
proteinas totales de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa) en subunidades
para su analisis individual, determinar la composiciéon de aminodacidos de las
diferentes fracciones proteicas e identificar y caracterizar una proteina rica en
azufre de la nuez de castafa (Bertholletia excelsa). Tomaron como variable
independiente al método de extraccion y las técnicas de fraccionamiento, y
como variables dependientes al rendimiento de proteina en cada fraccion,
composicibn de aminoacidos de cada fraccion, peso molecular de las
proteinas, propiedades fisicoquimicas de las proteinas. caracterizaron las
diferentes fracciones proteicas presentes en las nueces de castaia
(Bertholletia excelsa H. B. K.) mediante extraccién secuencial con agua,
Cloruro de sodio (NaCl) 0,5 M, etanol al 70 % e hidroxido de sodio (NaOH) 0,1
M en los resultados identificaron fracciones solubles en agua como
particularmente rica en proteinas que contienen selenio como la
selenometionina y la selenocistina. La fraccion hidrosoluble represent6 el
17,7% de la proteina total y fue la mas rica en selenio, conteniendo 153 ppm,
por otro lado, la fraccion soluble en cloruro de sodio (NaCl) 0,5 M contenia
una proteina rica en azufre que fue identificada como el principal alérgeno de
la nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.). La fraccion soluble en etanol
(EtOH) contenia proteinas de almacenamiento como albuminas 2S, mientras
que la fraccion soluble en alcali contenia globulinas. El estudio proporciono

informacion detallada sobre la composicion proteica y el fraccionamiento de
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las nueces de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.), incluida la identificacion
de la principal proteina alergénica (Sun, Leungy Tomic 1987); Jayasinghe &
Caruso (2011), utilizaron técnicas analiticas avanzadas para caracterizar las
proteinas que contienen selenio en las nueces de castafia (Bertholletia
excelsa H. B. K.), demostrando que una cantidad sustancial de selenio esta
ligada organicamente, principalmente como selenometionina y contiene
alrededor de 153 ppm de selenio. Al final concluyeron que la nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K.) contiene una mezcla compleja de proteinas con
diferentes propiedades fisicoquimicas también que la fraccion 2S contiene una
proteina rica en azufre que representa una proporcion significativa de las

proteinas totales (Jayasinghe y Caruso 2011).

2.2 Marco teoérico

2.2.1 Castaria (Bertholletia excelsa)

La Castafia (Bertholletia excelsa Humb. and Bonpl.), arbol forestal de la
familia de las Lecythidaceae, originaria de la selva amazédnica y concentrada
a lo largo de la cuenca del Amazonas, comercializada principalmente por los
paises de Bolivia, Brasil y Peru (Vasquez-Rojas et al. 2021). El arbol de B.
excelsa, mide hasta 40 m de altura; hojas alternas, de peciolos cortos,
coriaceas, oblongas, con margen ondulado, de 30 a 50 cm de largo, de 7,5
a 15 cm de ancho (Figura 1); flores en grandes racimos erectos en forma de
espiga, de color blanco a crema, sépalos unidos pero finalmente
separandose en dos sépalos caducifolios (Duke 2017), mientras que el fruto
es grande, marron, lefioso, globoso, de 10 a 15 cm de diametro, con un peso
de hasta 2 kg, con una abertura en un extremo que se cierra con un tapon
lefioso y que debe romperse para extraer las “nueces” del interior; los frutos
pueden permanecer en los arboles varios meses después de la maduracion;
semillas de 12 a 24 por fruto, triangulares, con testa marron (P. Petrechen
et al.2019).



16

Figural. Arbol, flores, fruto abierto y planta de castafia amazénica

(Bertholletia excelsa)

Fuente: (Larrea-Alcazar et al. 2018)

La primera actividad agroindustrial de la regién de Madre de Dios esta
relacionada a la transformacion de la nuez de Castafa, considerando la
cadena productiva desde la colecta (del bosque amazonico) hasta la
exportacion de nuez (Bertholletia excelsa) pelada, cuya importancia para la
economia de la Amazonia ha justificado estudios extensos sobre la ecologia

y la socioeconomia de la cosecha de castafia (Escobal y Aldana 2003).

Nutricionalmente, las nueces de castafa (Bertholletia excelsa H. B. K.) son
una buena fuente de nutrientes, que incluyen proteinas, fibra, selenio (Se),
magnesio, fosforo y tiamina. También contienen niacina, vitamina E,
vitamina B6, calcio, hierro, potasio, zinc y cobre (Cardoso et al. 2017). Las
nueces tienen un alto valor alimenticio nutritivo y contienen entre un 60% y
un 70% de aceite y un 17% de proteinas (Ariane et al. 2015; Vasquez-Rojas
etal. 2021). En la Tabla 3, podemos observar algunas propiedades
proximales de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.).

Las nueces son buenas fuentes de acidos grasos insaturados, incluidos los
acidos grasos monoinsaturados (AGMI) y los acidos grasos poliinsaturados
(AGPI). Las nueces de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.) contienen
aproximadamente el 15% de acidos grasos saturados (AGS), el 25% de
AGMI y el 21% de AGPI (Funasaki et al. 2013; Santos et al. 2012). Excepto
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los cocos, el contenido de grasas saturadas de las nueces de castafa
(Bertholletia excelsa H. B. K.) se encuentra entre los mas altos de todos los
frutos secos. Asi mismo, son importantes por contener acidos grasos
omega-3 (acido a-linolénico) cerca de casi el 7% del total de grasas. Del
resto de grasas, mas de la mitad son grasas monoinsaturadas
(principalmente oleicas), seguidas por un 25% de grasas poliinsaturadas
(linoleicas, omega-6) y alrededor de un 19% de grasas saturadas (palmiticas
y esteéricas) (Yang 2009).

Tabla 3: Composicion aproximada de la nuez de Castafia (Bertholletia

excelsa) por diferentes autores

Souza

. Almei  Andrade Moodley Felberg
Copn:([;J )?i?rl]zo " da et al. Meinedzes eta, (Uzigg\) eral
1999 2007 2009
(1963) ( ) (2004) ( ) ( )
Calorias (Kcal) 666,0 - 676,5 - - -
Lipidos (%,b.s) 65,9 66,8 67,3 66,8 69,0 70,62
Proteina 1440 13,6 14,29 136 18,0 14,35
(%,b.s)
Carbohidratos 1, 55 103 3,42 13,0 130 1161
(%, b.s)
Fibra (%, b.s) 2,10 - 8,02 -

Los frutos secos también son ricos en oligoelementos que son esenciales en
la dieta. Estos elementos, incluidos Cromo, Cobre, Hierro, etc., actian como
cofactores para muchas funciones fisioldgicas y metabdlicas (Markiewicz-
Zukowska et al. 2022). Normalmente, el orden de los niveles de elementos
en las nueces, incluidas las nueces de castafia (Bertholletia excelsa H. B.
K.) sigue el patron Magnesio > Calcio > Hierro > Cobre > Cromo > Arsénico
> Selenio (Lima etal. 2019). El selenio (Se) esta reconocido como un
micronutriente esencial para la mayoria de los organismos y es una parte
importante de la dieta. Este mineral tiene un papel vital en la salud humana
y media la sefializacion redox, lo que afecta el estrés oxidativo, la inflamacion
y el metabolismo de los lipidos, ademas, la deficiencia de selenio puede
contribuir a la incidencia de enfermedades cardiovasculares (ECV) y varios
tipos de cancer. La nuez de Castafia (Bertholletia excelsa), es ricas en

selenio, aunque la cantidad de selenio varia mucho segun factores
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ambientales, asi en la Tabla 5, se muestra el contenido de minerales en la
nuez de Castana.

Tabla 4: Principales acidos grasos presentes en los aceites crudos de nuez
de Castafia (Bertholletia excelsa), segun diferentes autores

Silva

Componentes Gongalves Ryan at Freitas ot Santos
Acidos grasos et al. al et a. al et al.
9 (2002)  (2008)  (2007) 0 (2012)
Palmitico (C16) 13,15 13,50 13,80 13,33 14,24
Esteérico (C18) 10,36 11,77 10,36 10,78 11,19
Oleico (C18:1) 37,42 29,09 31,40 36,21 36,26
Linoleico (C18:2) 37,75 42,80 38,28 37,53
Linolénico (C18:3) - 0,20 42,50 0,076

Tabla 5: Composicion mineral de la nuez de castafa (Bertholletia excelsa H.

B. K.), (en base seca y desgrasada)

J.regia B.excelsa I. malayana

MInerE T wele) el (wolg)
Nitrogeno 27200 97470 23700
Fosforo 5000 23800 2700
Potasio 5000 19690 5600
Calcio 900 6060 1700
Magnesio 1280 13380 2200
Sodio 25 20 123
Hierro 45 80 108
Manganeso nd 50 300
Zinc nd 115 35
Selenio nd 126 1,9

Fuente: Chunhieng et al. (2004b)
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Taxonomia: fue descrita por: el naturalista, médico y botanico francés Aimé
Bonpland y la polimata, gedgrafo, astronomo, humanista, naturalista y
explorador Alexander Von Humboldt. Y publicado en Plantae Aequinoctiales
en el tomo 1 (1807), la clasificacion taxondmica de la castafia se detalla de
esta manera:

Reino: Plantae
Subreino: Tracheobionta
Division: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Dilleniidae
Orden: Ericales
Familia: Lecythidaceae
Subfamilia: Lecythidoideae
Género: Bertholletia
Especie: Bertholletia excelsa
2.2.2 Las proteinas

Las proteinas son un grupo de biopolimeros que exhiben una amplia
diversidad de atributos moleculares, fisicoquimicos, funcionales vy
nutricionales. La base de datos de proteinas UniProt enumera actualmente
mas de 230 millones de proteinas diferentes, y es probable que este nUmero
crezca sustancialmente en el futuro (UNIPROT 2024). La diversa gama de
propiedades fisicoquimicas, funcionales y nutricionales que exhiben las
diferentes proteinas es el resultado de diferencias en el namero, tipo y
secuencia de los aminoacidos que contienen. Asi en la nuez de B. Excelsa,
la selenometionina (SeMet), la selenocisteina (SeCys), la Se metil
selenocisteina (SeMeSeC) y otros aminoacidos de Se son las principales
unidades monomeéricas que constituyen las selenoproteinas, el Se, se
complementa principalmente como selenometionina (SeMet), ya que es la
especie predominante de selenio que se encuentra naturalmente en los

alimentos (Schrauzer 2000) particularmente en la nuez de B. excelsa
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(Alcantara et al. 2022), cuyas propiedades biologicas de este mineral,
necesario para la funcion tiroidea e inmune adecuada. El Se también puede
proteger contra el cancer de prostata, higado y pulmén. Debido a sus altos
niveles de fitonutrientes, las nueces de castafia (Bertholletia excelsa H. B.
K.) se han asociado con muchos beneficios para la salud, entre los que se
incluyen principalmente efectos reductores del -colesterol, actividad

antioxidante y efectos anti proliferativos (da Silva et al. 2022).

Las semillas de nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.), contienen
entre un 15 y un 17% de proteina en peso fresco y alrededor del 50% de
proteina en peso seco de la harina desgrasada (Bisht, Singh y Kaldate
2021;Ariane et al. 2015b). Estas nueces son probablemente una de las
fuentes alimenticias mas ricas en aminoacidos que contienen azufre
(Sharma et al. 2010); Se informa que la proteina total de la semilla contiene
aproximadamente un 8,3% de metionina y cisteina en peso (AMPE et al.
1986). La proteina total, se puede fraccionar en tres clases de proteinas 11
S, 7Sy 2s (Chunhieng et al. 2004a). La fraccion 2 S, que es soluble en agua
y, por tanto, clasificada como albumina, comprende aproximadamente el
30% de la proteina total y es excepcionalmente rica en aminoacidos
azufrados (AMPE et al. 1986); alrededor del 30% de metionina y cisteina
(Takeuchi y Egea 2019). A partir de esta fraccion se ha purificado una
proteina rica en azufre, que contiene un 18% de metionina y un 8% de
cisteina. Por otro lado, se ha establecido que esta proteina esta compuesta
por dos componentes polipeptidicos con masas moleculares de
aproximadamente 9 kDa y 3 kDa. Asi mismo se ha informado que la proteina
rica en azufre se sintetiza y comienza a acumularse en las semillas de nuez
de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.) aproximadamente entre 8 y 9

meses después de la floracion (Sharma et al. 2010).

Con excepciodn de la albumina 2S, la informacion respecto a las proteinas de
nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.), son escasas. Sobre la base
del andlisis ultracentrifugo, (Sun, Leung y Tomic 1987), ha informado que
las proteinas de almacenamiento de las semillas estan compuestas por 60%

de legumina 11S (también conocida como excelsina), 30% de albumina 2S
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y 10% de proteinas vicilina 7S, las mismas que se muestran en la Figura 2,

sistematizado con la ayuda del banco de datos de proteinas RCSB PDB.

Figura 2. Representacién de las proteinas 2S, 7Sy 11S
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Fuente: U.S. National Science Foundation (2026)
Por otro lado, se han identificado los cristales de 11S considerando la forma
molecular como un poligono de doble capa compuesto por tres subunidades,
cada una con un agujero en el centro, que es una caracteristica de las
proteinas de la superfamilia cupina. Se ha informado que el coeficiente de
sedimentacion de excelsina se utiliza para el aislamiento de BN 7S; sin
embargo, el 7S no se ha caracterizado mas (Guo et al. 2007). Tanto el 7S
como el 11S pertenecen a la superfamilia de las cupinas y suelen ser de
naturaleza oligomérica. La proteina 11S es un hexamero, en el que cada
polipéptido monomérico estd compuesto por una subunidad acida de ~32
kDay una subunidad béasica de ~24 kDa unidas por enlaces disulfuro (Ajibola
y Aluko 2022). Por otro lado, la proteina 7S de la nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K.), es un trimero compuesto por polipéptidos de
35-45 kDa. Se han identificado alergenos menores en la proteina de B.
excelsa, 11S y 7S, cuyas caracteristicas moleculares del 7S, incluidas las
propiedades alergénicas, aun no se han dilucidado (Melo et al. 1994). La
proteina 2S soluble en agua esta compuesto por dos subunidades, de 9y 3
kDa, unidas mediante enlace(s) disulfuro. Las proteinas de almacenamiento
de semillas, 2S, 7Sy 11S, se han revisado exhaustivamente en relacién con

las alergias alimentarias, reportandose que, la proteina de la nuez de
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castafa (Bertholletia excelsa H. B. K.) (Figura 3), causa reacciones alérgicas
potencialmente mortales mediadas por IgE en personas sensibles (Rdder,
Filbert y Holzhauser 2010). Entre las proteinas alergénicas potenciales en
B. excelsa, solo dos han demostrado reaccionar con la IgE sérica del

paciente: Ber e 1, una albumina 2S y Ber e 2, una legumina 11S.

Figura 3.  Estructura del cristal alergeno Ber e2 y 2S albumina Ber

el en la nuez de castafa de B. excelsa.

Fuente: U.S. National Science Foundation (2026) .

Las fracciones de proteinas (11S, 7S y 2s) de nuez de castafia B. excelsa
contienen altas concentraciones de glutamina/acido glutdmico y arginina,
una caracteristica de las proteinas de las semillas (de almacenamiento), tal
como se puede apreciar en la Tabla 6. Ademas, el nivel de metionina en
todas las fracciones proteicas es generalmente mas alto que el de muchas
otras proteinas de almacenamiento de semillas de plantas, excepto por unos
pocos aminoacidos (Ser, Phe, Lys, His), la fraccion proteica 7s es muy
similar a la fraccion proteica 11s en la composicién de aminoacidos. Sin
embargo, el perfil de aminoacidos de la proteina 2S es claramente diferente
del de las otras fracciones; particularmente distintivos son el contenido
mucho mayor de aminoacidos azufrados y las menores cantidades de Phe,
ne, Val y Thr. Los niveles de Met (17,9%) y Cys (8,7%) en la proteina 2s son
inusualmente altos. Dado que la proteina 2s constituye alrededor del 30%
de la proteina total de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa), la

concentracion relativamente alta de aminoacidos azufrados en la proteina
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de nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.) (9,1%) se debe en gran

medida a esta proteina 2s rica en azufre (Sun, Leung y Tomic 1987).

Tabla 6: Composicion de aminoacidos en las proteinas de la nuez de
castafa (Bertholletia excelsa H. B. K.) (g AA/100 g proteina)

Aminoacido 2S 7S 11S Total
Asx 4,31 9,53 9,58 7,67
Thr 0,47 2,00 2,81 2,36
Ser 4,36 1,72 4,28 4,62
Glx 25,32 22,93 21,04 22,17
Pro 5,60 4,83 5,00 511
Gly 4,17 5,78 5,84 5,50
Ala 1,21 3,53 3,96 3,24
Val 0,73 5,52 4,78 4,02
Cys 8,73 1,02 1,66 2,65
Met 17,92 3,71 3,52 6,53
lle 0,71 3,53 3,61 2,80
Leu 5,55 7,07 7,25 6,75
Tyr 1,56 3,36 2,75 2,85
Phe 0,51 5,95 4,90 3,74
Lys 1,74 4,31 3,16 2,94
His 2,15 3,10 2,07 2,20
Arg 15,70 13,02 13,81 14,89

Fuente: Sun S.S. et al. (1987)

Es importante considerar los componentes bioactivos en la nuez de castafia
de B. excelsa, siendo una excelente fuente dietética de fitoquimicos,
incluidos fendlicos, flavonoides, tocoferol y fitoesteroles (Takeuchi y Egea
2019). Los compuestos fenolicos abarcan la clase mas concentrada de
compuestos bioactivos, encontrandose en forma libre, esterificada o unida.
John y Shahidi (2010) evaluaron los compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de la nuez entera, la semilla y cascara marrén de B. excelsa.
Los principales compuestos identificados como fenolicos libres y unidos
fueron el acido galico, el &cido elagico, el acido vainilico, el &cido
protocatequiico y la catequina. La cascara marrén contenia una mayor

concentracion de estos fendlicos en comparacion con la nuez entera y el
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grano (John y Shahidi 2010). La actividad antioxidante de B. excelsa se
evalué en extractos fendlicos solubles y ligados, y se observd mayor
actividad antioxidante en la fraccion soluble de nuez y cascara marron

(Vasquez-Rojas et al. 2023).

Se informd que los compuestos fendlicos totales de la fraccion fendlica
soluble y unida de la piel de nuez de castafia B. excelsa, eran 12,36 y 3,52
mg GAE/qg, respectivamente (Selvin et al. 2020). La capacidad antioxidante
equivalente de Trolox (TEAC) de los compuestos fendlicos unidos de los
extractos de cascara marrén se encontrd 31,8 y 8,6 veces mayor que la del
grano y la nuez entera, respectivamente. De manera similar, el TEAC de los
compuestos fendlicos solubles de los extractos de cascara marrén se
encontrd 18,9 y 5,2 veces mayor que el del grano y el de la nuez entera,

respectivamente.
2.2.3 Extraccion alcalinay precipitacion isoeléctrica

La demanda comercial de las proteinas estd aumentando sostenidamente,
conllevando a la busqueda de fuentes vegetales y métodos de purificacion
gue sean eficientes, economicos, factibles y amigables con el ecosistema.
En esta direccidon se tiene el proceso de extraccién alcalina-precipitacion
isoeléctrica convencional, un método tradicional y util para la purificacion de
proteinas, basado en solubilizacion de las proteinas en un medio alcalino y
posterior precipitacion al ajustar el pH al punto isoeléctrico (Cruz-Solis et al.
2023). Este proceso, esta principalmente influenciado por las propiedades
de la proteina (tamafio, forma, carga, hidrofobicidad, afinidad), la naturaleza
de la fuente de proteina, asi como el tipo de alcali, concentracion, duracion
y temperatura del tratamiento, considerandose también factores intrinsecos
y extrinsecos de la materia prima, que influyen en el rendimiento de la
extraccion. Segun la concentracion obtenida en el proceso de purificacién,
los productos obtenidos se clasifican en aislados proteicos (>90%),
concentrados proteicos (65-90%) y harinas ricas en proteina (<65%)
(Shrestha et al. 2021).

La extraccion alcalina-precipitacion isoeléctrica de proteinas contenidas en

células vegetales, se fundamenta en la solubilizacion de las proteinas en
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medio alcalino, relevancia a considerar: la solubilidad y clasificacion de
diferentes tipos de proteinas. Asi mismo, la precipitacion de las proteinas
solubilizadas por el cambio del pH, estableciéndose el punto isoeléctrico
(carga neutra) donde ocurre la separacion de las proteinas del medio
solubilizado (Yao et al. 2023). Para comprender mejor este proceso, resulta
relevante considerar la solubilidad y clasificacion de diferentes tipos de

proteinas, siendo las mas comunes en matrices vegetales:

> Albuminas: estas proteinas son facilmente solubles en agua y ricos en
lisinay valina. Se pueden precipitar en presencia de grandes cantidades
de sales (salacion) o coagularse mediante calor (Zheng et al. 2019). En
la nuez de castafa (Bertholletia excelsa H. B. K.), existe un tipo particular
de proteinas de almacenamiento llamadas albuminas 2S. Varias
albuminas 2S tienen actividades enzimaticas inhibidoras como a-
amilasas, serina proteasas, asi como actividades antifingicas,
antimicrobianas e insecticidas. Ademas, la alergenicidad de varias
semillas como mani, cebada, pistachos, sésamo, entre otras, es
atribuible a algunas areas conservadas de las albuminas 2S (Ibiapina
et al. 2022).

» Globulinas: estas proteinas son insolubles o casi insolubles en agua. Sin
embargo, su solubilidad aumenta mediante la adicion de sales. Al igual
gue las albuminas, las globulinas se coagulan cuando se calientan. Las
globulinas también son ricas en lisina y valina (Hu et al.,, 2023). Los
coeficientes de sedimentacion de estas proteinas oscilan entre 7Sy 12S.
Las globulinas similares a las leguminosas generalmente reciben
nombres segun su origen vegetal como glicinina (soja), araquina (mani),
heliantinina (girasol), faseolina (frijol comun), entre otras. Se ha
demostrado que la hidrdlisis de globulinas de diferentes fuentes de
leguminosas produce péptidos bioactivos con potencial bioldgico diverso
(Li et al. 2023).

» Prolaminas: las prolaminas son proteinas insolubles en agua que son
solubles en soluciones acuosas de alcoholes (70-80% v/v). Contienen

altas cantidades de prolina y nitrogeno amida, pero son deficientes en
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lisina (Sun et al. 2020). Estas proteinas son ricas en metionina y cisteina.
A las prolaminas comunes se les asignan nombres segun su origen
vegetal, como hordeina (cebada), gliadina (trigo), secalina (centeno),

zeina (maiz) o avenina (avena).

» Glutelinas: estas proteinas son insolubles en agua y alcohol (ya sea
diluido o absoluto), pero son solubles en soluciones alcalinas o acidas
diluidas. Como parte de su composicion, las glutelinas son ricas en
leucina, treonina e histidina (Harel y Jbara 2023). Estas proteinas son
una mezcla heterogénea de diversos polimeros unidos por polipéptidos
con enlaces disulfuro. En términos de funcionalidad tecnolégica, aportan

cuerpo y textura a diversos productos horneados.

La caracteristica principal de la solubilizacion de proteinas basada en el
proceso de cambio de pH, donde las macromoléculas pueden sufrir cambios
en su formacion estructural segun los entornos del sistema, asi a valores de
pH extremos, fuertes cargas positivas y negativas, respectivamente,
separan las proteinas por repulsiéon. Por otro lado, la conformaciéon de una
proteina también depende de la secuencia de sus aminoacidos en las
cadenas de aminoacidos que se pliegan para minimizar la energia libre. A
medida que las proteinas obtienen una carga neta negativa general (medio
alcalino), desarrollan gradualmente interacciones electrostaticas con las
moléculas de agua, aumentando asi su solubilidad (Oeller et al. 2023). Una
caracteristica importante de las proteinas sometidas a valores de pH
alcalinos es que en parte se despliegan y mantienen su estructura primaria

y en parte su estructura secundaria (Figura 4).

Se ha extraido una gran cantidad de proteinas vegetales mediante
solubilizacion alcalina, como proteinas de legumbres, semillas oleaginosas
y cereales (Gao et al. 2020). Los valores de pH comunes de la solubilizacion
de proteinas oscilan entre 8 y 11. Con respecto a otras macromoléculas
presentes en las materias primas, la mayoria de los carbohidratos complejos
insolubles tienden a precipitar en solucidon acuosa y pueden eliminarse
mediante centrifugacion adicional. Los carbohidratos simples se

solubilizaran junto con las proteinas a un pH alcalino y permaneceran
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solubles en el punto isoeléctrico (pl) de las proteinas. Si la muestra contiene
una cantidad significativa de lipidos, se recomienda un paso de desgrasado
ya que las moléculas de lipidos pueden sufrir saponificacion a pH alcalino,
interfiriendo con la extraccién de proteinas (Ogunwolu et al. 2010).

Figura 4. Variacion de la solubilidad de las proteinas con el pH solucion
(utilizando software CamSolpH)
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Fuente: Oeller et al. (202;')
Tras la solubilizacion de proteinas mediante extraccion alcalina, se necesita
un método de precipitacion para recuperar las proteinas disueltas. En ese
sentido, el punto isoeléctrico (pl) de las proteinas es un principio
fisicoquimico que puede utilizarse para precipitar proteinas disueltas en
soluciones alcalinas. El pl representa el pH en una solucién en el que la
carga neta de una proteina se vuelve neutra (cero) (Lautenbach,
Hosseinpour y Peukert 2021). A valores de pH superiores al pl, la superficie
de las proteinas esta predominantemente cargada negativamente y, por lo
tanto, las moléculas cargadas negativamente promoveran fuerzas
repulsivas. De manera similar, a valores de pH por debajo del pl, la superficie
de la proteina est4 predominantemente cargada de manera positiva, y en
una solucion alcalina ocurre la repulsion entre proteinas (Macovescu et al.
2018; Sillero y Ribeiro 1989). Al ajustar el pH al valor pl, las cargas negativas
y positivas se equilibran, reduciendo las fuerzas repulsivas (principalmente

electrostéticas), y predominan las fuerzas de atraccion entre proteinas,
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provocando la formacion de complejos, agregacion y precipitacion (Figura
5). Al final de la extraccion alcalina se obtiene una compleja mezcla proteica

de proteinas (Cruz-Solis et al. 2023).

Por tanto, considerando que cada proteina presenta un pl especifico, no
existe un solo pl para la mezcla de proteina. Es necesario determinar el pl
de las proteinas de interés antes del paso de separacion, también se pude
utilizar estimaciones basado en principios termodinamicos.

Figura 5. Diagrama que ejemplifica el principio de precipitacion isoeléctrica de

proteinas
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=
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Fuente: Cruz-Solis | et al. (2023)
2.2.4 Extraccién de proteina asistido por ultrasonido

En los procesos asistido por ultrasonido, la vibracion del sonido suele
generarse mediante un transductor piezoeléctrico, que constan de dos
elementos ceramicos que cambian su tamafio de forma precisa y
reproducible en respuesta a un campo eléctrico. Asi, al aplicar un campo
eléctrico alterno, los elementos ceramicos se mueven hacia arriba y hacia
abajo de manera altamente reproducible (Figura 6). El ultrasonido se ha
clasificado ampliamente como ultrasonido de baja intensidad y ultrasonido
de alta intensidad, que se caracterizan por ser de alta frecuencia (>100 kHz)
y baja potencia (<1 W/cm2), y de baja frecuencia (20-100 kHz) y alta
potencia (>1 W/cm2) respectivamente (Figura 7). El ultrasonido de alta
intensidad (baja frecuencia) se usa comunmente en la extraccion y
procesamiento de alimentos debido principalmente a la cavitacién acustica
(Bhargava et al. 2021).
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Figura6. Diagrama esquematico de un sistema de bafio
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Fuente: Bhargava et al. (2021)

Los cambios de presidn localizados que ocurren en tiempos cortos (unos
pocos microsegundos) inducen la rapida formacion y colapso de burbujas en
un medio liquido lo que se conoce como cavitacion. En zonas localizadas, la
cavitacion ultrasonica podria generar intensas fuerzas de corte
hidrodinamicas, turbulencia, altas temperaturas y presiones en el rango de
2000 a 5000 Ky 300 a 1200 bar, respectivamente (Gallego-Juarez 2017). Estos
efectos de mezcla resultantes de la cavitacion ultrasonica contribuyen a
mejorar la cinética de extraccién y el rendimiento de proteinas de los
alimentos vegetales (Aguilar-Acosta etal. 2020). En primer lugar, la
cavitacion provoca la alteracion de las células vegetales, la formacion de
picaduras en las membranas celulares y la reduccion del tamafio de las
particulas de las células. La microscopia electrénica de barrido (SEM) se
utiliza comunmente para visualizar tales alteraciones de las paredes
celulares, asi los cambios morfolégicos inducidos por la extraccién alcalina
— precipitacion isoeléctrica (EA-PI) y el método asistido por ultrasonido
(EPAU) visualizados mediante imagenes SEM (Figura 8) para la vaina de
guisante (x2000) y residuos de extraccion (x250, x500) (Karabulut et al.
2023).

Figura 7. Ultrasonido. Bajas frecuencias (20-100 kHz) y altas frecuencias (>100
kHz)
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Fuente: Bhargava et al. (2021)
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Figura 8. Comparacion de microestructura de torta extraia por proceso

convencional y asistido por ultrasonido en extraccion de proteina.

Ultrasound

Fuente: Karabulut et al. (2023)

En el caso EPAU, las muestras tenian superficies mas lisas con estructuras
desordenadas, cambios atribuibles a los efectos de deterioro celular
generados por las burbujas de cavitacion durante la vibracion ultrasénica,
los residuos de extraccion muestran los efectos de deterioro en EPAU al
representar la dislocacion de los granulos incrustados en la matriz celular
del residuo de extraccion. Por lo tanto, la morfologia de los concentrados y
aislados de proteinas estd muy influenciada por los métodos de extraccion
debido a la eficiencia de extraccion de las proteinas y la probable interaccién

de las proteinas con otros constituyentes extraidos.

Al mismo tiempo, los efectos de la cavitacion pueden inducir cambios fisicos
y quimicos en las proteinas; por lo tanto, el ultrasonido se considera una
técnica eficaz para modificar proteinas para el desarrollo de productos
alimenticios (Chémat y Vorobiev 2020). Las modificaciones incluyen
principalmente cambios en las interacciones moleculares, estructuras,
conformaciones, propiedades fisicoquimicas y funcionalidades de las
proteinas. Por ejemplo, la cavitacion descompone las moléculas de agua
para producir radicales libres altamente reactivos como H" y OH™ . Estos
radicales libres pueden reaccionar u oxidar proteinas, lo que resulta en la
interrupcion de las interacciones entre las moléculas de proteinas, como las
interacciones hidrofobas, los enlaces de hidrégeno y los enlaces disulfuro,
por tanto, el ultrasonido puede inducir el entrecruzamiento, el despliegue y
la agregacion de proteinas, cambiar las conformaciones y las estructuras

espaciales de las proteinas y alterar las propiedades fisicoquimicas y
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funcionales de las proteinas. Un caso particular es la aplicacion de
ultrasonido para la extraccion, modificacion y reduccion de alérgenos de
proteinas vegetales (Sengar et al. 2022), como el de la nuez de castafia B.
excelsa. Esto es, la EPAU y su efecto sobre diferentes propiedades como
solubilidad, emulsificacion, cambios reoldgicos, hidrofobicidad superficial y
estabilidad térmica, considerando la estructura secundaria de las proteinas
gue se modifica debido a la cavitacién, lo que da como resultado
propiedades tecnofuncionales mejoradas de las proteinas, esquematizadas
en la Figura 9. Ademas, la revision analiza como la ultrasonicacién puede
reducir la alergenicidad y los factores anti nutricionales presentes en las

proteinas de origen vegetal (Wang et al. 2020).

Figura 9. Principales efectos de ultrasonicacion en las propiedades de las
proteinas vegetales
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Fuente: Sengar A S et al. (2022).

Los parametros operativos que influyen en el rendimiento de la extraccion
de proteinas cuando se aplica proceso asistida por ultrasonido, incluyen la
frecuencia de operacion, la potencia ultrasénica, la amplitud ultrasénica, el
tiempo de procesamiento, la temperatura, el pH y la relacion
muestra/disolvente (Helikh, Gao y Duan 2020). La extraccion cuando la
frecuencia ultrasonica esta en el nivel de 20 kHz, se han optimizado otros
parametros como la relacion disolvente/muestra, temperatura, tiempo de
procesamiento, pH, potencia ultrasonica y ciclo de trabajo. Asi, la relacion
disolvente/muestra de 18,4 mi/g, pH 9, temperatura 30,8 °C y tiempo de
procesamiento 35,5 min, se logro el rendimiento maximo de proteina del 26,4
% para la extraccion de proteinas de la torta de semillas de onagra (Hadidi,

Ibarz y Pouramin 2021). Por el contrario, el rendimiento de proteina mas bajo



32

del 14,1 % se obtuvo con una relacion disolvente/muestra de 10 mi/g, pH 10,
40 °C y un tiempo de procesamiento de 15 minutos. El rendimiento de
extraccion de proteina de harina de nuez mostré una tendencia creciente
cuando la frecuencia se incrementé de 20 kHz a 40 kHz (20, 28, 35, 40 kHz),
aungue no hubo diferencias significativas (P > 0,05) entre las eficiencias de
extraccion a 20 y 40 kHz. 52 kHz (Hu et al. 2023).

Por otro lado, es importante considerar el impacto del ultrasonido en las
propiedades fisicoquimicas de las proteinas obtenidas, considerando las
propiedades fisicoquimicas, incluido el peso molecular, el tamafio de las
particulas, la potencial zeta, los grupos SH y SS, la hidrofobicidad de la

superficie y la fluorescencia intrinseca (Rahman y Lamsal 2021).

2.2.5 Optimizacion de procesos mediante Metodologia de Superficie de

Respuesta

La Metodologia de Superficie de Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés)
es una herramienta estadistica utilizada para modelar y optimizar procesos
en los que multiples variables independientes influyen en una o més
respuestas cuantitativas. Su aplicacion resulta particularmente atil en la
optimizacién de procesos bioguimicos y de extraccion, donde los factores

interactian de manera compleja (H. Myers et al. 2016)

En el contexto de la extraccion de proteinas a partir de fuentes vegetales
como la castafia, la RSM permite identificar las condiciones experimentales
optimas mediante un enfoque sistematico. Esto incluye la evaluacion
simultdnea del efecto de variables como el pH, la concentracion de soluto,
la amplitud del ultrasonido, el tiempo de extraccion, y la temperatura, sobre
el rendimiento y pureza de las proteinas extraidas (Montgomery 2020).

El uso de disefios experimentales como el Disefio Compuesto Central (CCD)
o el Disefio Box-Behnken facilita la generacién de modelos polinébmicos de
segundo orden que describen la superficie de respuesta del proceso. Estas
herramientas permiten estudiar interacciones entre factores y predecir
condiciones que maximizan o minimizan la respuesta deseada (Bezerra
et al. 2008).
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En procesos combinados como la extraccion alcalina asistida por
ultrasonido, seguida de precipitacion isoeléctrica, la RSM contribuye a
optimizar la eficiencia de extraccion y la recuperacion de proteinas
funcionales. La aplicacion de ultrasonido promueve la disrupcion celular y
mejora la transferencia de masa mediante cavitacion, mientras que el
tratamiento alcalino favorece la solubilizacion de las proteinas.
Posteriormente, la precipitacion isoeléctrica permite su recuperacion al

ajustar el pH a su punto isoeléctrico (Liu et al. 2022).

2.3 Definicion de términos

= Torta de nuez de castafa (Bertholletia excelsa). Es un subproducto de
la nuez de castafia (Bertholletia excelsa) luego de la extraccion de aceite.
La torta de nuez de castafia (Bertholletia excelsa) es un insumo de alto
tenor proteico con un buen equilibrio entre los aminoacidos esenciales y

otros nutrientes (Suarez Cubas 2010);

= Componentes bioactivos. Son compuestos que estan presentes en los
alimentos en pequefias cantidades, estos tienen la capacidad de mejorar
0 prevenir cualquier condicion de salud potencial. Estos compuestos se
estan convirtiendo en un ingrediente esencial para numerosas industrias
alimentarias y empresas emergentes basadas en la industria alimentaria
para crear productos que satisfagan la creciente demanda de los
consumidores de productos naturales, nutritivos y econémicos (Bansal
et al. 2023).

= Proteina vegetal. Son proteinas derivadas de fuentes vegetales,
formadas por aminoacidos b esenciales y no esenciales que provienen
de plantas. Las fuentes principales con las legumbres, los cereales,
nueces, semillas y algunas verduras, cuya particularidad es que son mas
bajos en grasas saturadas y colesterol y mas ricos en fibra y otros
nutrientes (Andreoli et al. 2021);

= Concentrado proteico. Es una forma concentrada de proteina derivada

de diversas fuentes, generalmente mediante un proceso de extraccion y
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purificacion, cuyo contenido de proteinas normalmente esta entre 60 y

80 % de proteina en peso (Rayan, Swailam y Hamed 2023);

Aislado proteico. Es una forma de proteina altamente refinada que ha
sido sometida a un procesamiento mas extenso que la proteina
concentrada y suele contener un 90% o mas de proteinas en peso

(Rayan, Swailam y Hamed 2023);

Extracciéon de proteina con ultrasonido. Proceso tecnologico
emergente que utiliza ondas de sonido de alta frecuencia para alterar las
paredes celulares y liberar proteinas de tejidos vegetales (frecuencia
superior a 20 kHz), creando burbujas de cavitacion que colapsan
generando altas temperaturas y presiones locales, altera las paredes y
membranas celulares, liberando proteinas a la solucién (Nitiwuttithorn
et al. 2024);

Compuestos fendlicos. Son considerados importantes antioxidantes
dietéticos, estos se encuentran principalmente en frutas, hortalizas,
raices y cereales (Pefarrieta et al., 2014). los compuestos fendlicos son
un grupo muy diverso que comprende desde moléculas sencillas como
los acidos fendlicos, hasta polimeros complejos como los taninos
condensados y la lignina. Dentro de los compuestos fendlicos también
se encuentran pigmentos flavonoides. Muchos de estos productos estan
implicados en las interacciones planta herbivoro (Martin Gordo 2018);

Alimentos funcionales. Se definen como alimentos que brindan
beneficios para la salud que se extienden mas alla de su valor nutricional
fundamental (Vignesh etal. 2024). Los alimentos funcionales estan
presentes en frutas, verduras, lacteos, panaderia, cereales y productos
carnicos. Los alimentos funcionales no son suplementos alimenticios,
medicamentos o antibioticos adicionales, son el componente principal de

una dieta humana y animal normal (Ghazanfar et al. 2022);

Desgrasado mediante expeller. Este proceso de desengrasado
funciona de manera continua moliendo y presionando la materia prima a
medida que se transporta a través de un barril mediante un tornillo
helicoidal (ARCE GUZMAN 2015).
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Desgrasado mediante prensado hidraulico. Es el método mas
utilizado desde tiempos antiguos, para realizar este proceso se aplica
presion sobre una masa oleaginosa generalmente con un contenido
mayor al 35% de aceite, El rendimiento dependera de la presion ejercida
(Hurtarte 2012).
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CAPITULO Ill: METODOLOGIA DE INVESTIGACION

3.1 Tipo de estudio

Esta investigacion estd enmarcada en un estudio experimental predictivo—

comparativo.
3.2 Diseiio del estudio

Figura 10. Diagrama de blogues del disefio de estudio
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En la Figura 10, se esquematiza la metodologia seguida en el estudio, desde
la sistematizacion de la informacion cientifica relacionado con el problema,
aspectos fundamentales de la extraccion asistido por ultrasonido, el disefio
experimental y los andlisis de los resultados del estudio, finalizando con la

redaccion y presentacion de la tesis.

3.3 Poblacion y muestra

3.3.1 Poblacioén

La nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.) fue adquirida de la
empresa Manutata, ubicado en la Carretera lberia Km 4, Fundo San
Fernando (Margen lzquierdo-Cruce la Cachuela), Puerto Maldonado, Pera
(Figura 11).
Figura 11l. Vista fotografica ubicacion Manutata, (12°33'31.1"S
69°09'40.2"W Google earth, 2025)

Manutata-S:
-

Visitados recientemente N8

Ry

i

Fuente: Google Maps (2025)

3.3.2 Muestras

Para el trabajo con la nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.)
proveniente de la empresa Manutata, se emple6 un muestreo no
probabilistico, en el cual los elementos de la poblacion no tienen una
probabilidad conocida ni necesariamente igual de ser seleccionados,
basandose en el criterio de los investigadores. En este caso, la seleccién se
realiz6 considerando la calidad del producto final ofrecido por la empresa,

con el fin de evitar incidencias durante el desarrollo de la metodologia.
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La materia prima utilizada correspondié a TDC, obtenida mediante prensado
en la planta piloto de frutas y hortalizas de la Universidad Nacional

Amazdnica de Madre de Dios.

Para el estudio de superficie de respuesta, cuyo objetivo fue optimizar los
valores de los factores y maximizar las respuestas, se empleé un muestreo
dirigido, tal como recomiendan Box y Hunter (2005) y Campbell et al. (2020),
en el cual los puntos de muestreo se seleccionan estratégicamente para

maximizar la informacién sobre la relacidn entre las variables.

En consecuencia, se seleccionaron 31 muestras, cada una de 25 g de torta
desgrasada y seca de nuez de castafia (Bertholletia excelsa H. B. K.),
ademas de las muestras se necesitd cantidades adicionales para realizar los
estudios de analisis proximal, determinacion de punto isoeléctrico y ensayos
preliminares de acondicionamiento para el proceso, obteniéndose un total
de 1750g.

3.4 Métodos y técnicas

3.4.1 Materiales y equipos

a) Torta desgrasada de nuez de Castafia (Bertholletia excelsa H.B.K.)
(TDC) proveniente de la planta piloto de frutas y hortalizas de la
Universidad Nacional Amazonica de Madre de Dios, ubicado en la AV.
Jorge Chavez N° 1160, Puerto Maldonado, Madre de Dios, Peru.

b) Equipo de prensado hidraulico A&C Ingenieros modelo PHF 03, con

potencia de 2 hp, capacidad de presion maxima de 1400 psi.

c) Moddulo de extraccion asistido por Ultrasonido Getidy, que consta de
Bafio ultrasonico de 3L. Con potencia de 300W, Frecuencia de

vibracion ultrasénica 40Hz y con temperatura asistida.

d) Agitador magnético con calefacciéon IKA C-MAG HS 10, Rango de
velocidad 100-1500 rpm, potencia de calefaccion 1500W, capacidad
maxima a agitar H20 15L, carga maxima de la plancha 20Kg.

e) Balanza De Precision Bq003 Henkel 0,001, capacidad 300g., precision
*+ 0,001g, AC 220V, Frecuencia 50 hasta 60Hz;
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f) Espectrofotdmetro UV-Vis. Fuente de luz: Ld&mpara de xenon, A: 200—
1000 nm, Ancho de banda: <2,5 nm; Linealidad a 450 nm: 0-2,5 Abs,
2%; Precision a 450 nm; 1,0% + 0,003 Abs (0-2,0 Abs), 2,0% (2,0-2,5
Abs); Precision a 450 nm: SD <0,003 Abs o CV <1,0%; Velocidad de
escaneo espectral: 10 segundos de 200 a 1000 nm con pasos de 1 nm.
Entrada principal: 100-240V (50/60 Hz), 110W.

g) pH metro de mesa OHAUS STARTER 3100, Intervalo de medicion
-5 °C-110 °C; -2,00-16,00 pH; -1999 -1999 mV, Precision
10,5 °C; 1 mV; 0,01 pH, Resolucion de la medicion 0,1
°C; 0,01 pH; 1 mV, Pantalla LCD con retroiluminacion, Electrodo
ST310

h) Molino de carne de acero inoxidable TK-22 con N° de Serie ML032319,
potencia de 2HP, capacidad de 250 Kg/H, alimentacién 220V / 60HZ.

i) Centrifuga digital Greatlab modelo Spin plus 8, Maxima Velocidad: 400
- 5000 rpm en paso de 100 rpm, Maximo RCF: 3074 x g., Capacidad
de los tubos: 8 x 15 mL., Rango de tiempo: 15 seg. ~ 99 min., Potencia
de consumo: 40W., Alimentacion: 220V / 60 Hz;

j) Agitador Vortex Analogico VWR. Velocidad de rotacién 300 rpm - Méx.:
2500 rpm, potencia 12W, Alimentacion 220V / 60Hz.

3.4.2 Reactivos

e Hidroxido de sodio (NaOH), ACS reactante, + 97,0 %, pellets (anhidro),
CAS 1310-73-2. Sixma aldrich, Merck peruana.

e Acido clorhidrico (HCI), ACS reactante, 37%, CAS 7647-01-0. Sixma

aldrich, Merck peruana.
e Hexano (C¢H14), grado reactivo, + 98,0 %, CAS 110-54-3.

e Reactivo Folin-Ciocalteu, 2N. Sigma-aldrich N° F9252, para
determinacion de proteina por método Lowry.

e AlbUmina de suero bovino. Grado >= 99%.

e Carbonato de sodio anhidro 299,5%, g. reactivo ACS, CAS 497-19-8.
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e Sulfato cuprico, =2 99 %, grado reactivo ACS, CAS 7758-98-7.

e Tartrato de Sodio, (Na,C,H,0O¢-2H,0), CAS 6106-24-7. Estandar de

referencia de la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)
e Alcohol medicinal de 90°

3.4.3 Desarrollo experimental

Figura 12. Diagrama de bloques del desarrollo experimental para la
extraccion de proteina de la torta de nuez de castafia (Bertholletia
excelsa H. B. K.) por ultrasonido

A ) ’ TORTA ‘
Extraccion de aceite de fr - .
Castafia utiizando expeller —+ DESGRASADA DE ® Analisis proximal

NUEZ DE CASTANA
® Reduccién tamafio (# malla - Deq): 500 micras
ADEC,:GSS?'::E = ® Secado Humedad (%) menor a 4 %
 Andlisis PROXIMAL (Proteina, Grasa, etc)
* . A ® Relaciéon my:ms: 1: 10; 20; 30; 40; 50
EXTRACCION | .oy EXTRACCION ALCALINA | | e pH: 9; 10; 11; 12
CONVENCIONAL | Agua ASISTIDO POR ¢ Tiempo: 15; 30; 60 min
(Grupo Control) ULTRASONIDO * Temperatura: 45; 50; 55; 60; 65 °C
Eh I i
| 4 Proteina extraida: Coeficiente extraccion (CE, %)
L ————

SEPARACION SOLIDO - LIQUIDO Tona (Residuo sdlido)
(Filtrado, Centrigufacion) " Almidén residual y fibra insoluble

Filtracion: papel flitro tamafio

poro: 20 a 25 micras 1 Sobrenadante

PRECIPITACION ISOELECTRICA
(Determinacion del Punto
Isoeléctrico)

HCl Ac. citrico
Agua

Proteina extraida: Coeficiente precipitacion (CP, %)

\ 4

SEPARACION LIiQUIDO - SOLIDO
(Centrifugacién)

3200 x g por 10 min - Sobrenadante

1 Sedimento
DESHIDRATADO
(Secador por atomizacién)
v ' 1 ANALISIS FISICO-QUIMICO, FUNCIONAL
PROTEIA AISLADA DE LA | 1. Solubiidad (%)

NUEZ DE CASTANA 2. Capacidad de emulsificacion

) 3. Estabilidad de las emulsiones formadas

Para establecer las condiciones operativas 0ptimas, fueron estadisticamente
necesarios un conjunto de tratamientos considerados en la matriz de disefio
expuesto en el item 3.5. Datos que permitieron representar el
comportamiento del sistema, y a través de métodos de superficie respuesta

y la funcién de deseabilidad determinar las mejores condiciones operativas.
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La secuencia légica para lograr obtener datos representativos se

consideraron las siguientes actividades (Figura 12):

a.

Adquisicion de la nuez de Castafa (Bertholletia excelsa) calidad midget
de la empresa Manutata, se llevé a la planta del CITE productivo ubicado
en el Km 16.5 Carretera Puerto Maldonado — Cusco, Madre de Dios,
Pera para su molienda y posteriormente se llevo a la planta piloto de
Frutas y hortalizas de la UNAMAD, para la extraccion de aceite y
obtencién de torta desgrasada;

La torta desgrasada, se llevé a un proceso de deshidratacion seguido de
extraccion de aceite remanente con hexano, utilizando métodos de

soxhlet;

Andlisis proximal de la torta desgrasa con hexano: Humedad, proteina,

grasa, carbohidratos, fibra y ceniza;

Extraccidon alcalina asistido por ultrasonido y precipitacion isoeléctrica
(EAAU-PI) de la proteina de la torta desgrasada de nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K.), segun la matriz de disefio experimental;

Separacion de la torta y solucibn de proteina solubilizada por
centrifugacion;

Precipitacion isoeléctrica del sobrenadante (filtrado), con solucién de
acido clorhidrico HCI al 1.0 M, variando el pH entre 4,5 — 5,0, segun el
procedimiento indicado por Hadidi et al. (2023) con algunas

modificaciones.
Separacion del precipitado y la solucion por centrifugacién.

Deshidratacion del precipitado para obtener la proteina aislada en estado
sélido. Para su mejor manejo, se procedio a la molienda y finalmente su

almacenamiento a temperatura de 4 °C y su andlisis posterior;

Andlisis fisico-quimico y funcional de la proteina aislada,
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3.4.4 Métodos o procedimientos para utilizar
3.4.4.1 Material Experimental

La TDC se obtuvo mediante prensado mecanico de la nuez de castafia
(Bertholletia excelsa), calidad Midget, proporcionada por la empresa
Manutata. La muestra fue transportada al laboratorio en bolsas doypack
trilaminadas con lamina de aluminio y base plana, con una capacidad de 250
g, colocadas dentro de una caja térmica para garantizar el mantenimiento de

la cadena de frio. La cantidad total de muestra recolectada fue de 1750 g.
3.4.4.2 Pretratamiento de la torta desgrasada por prensado mecanico.

La torta inicial de castafia (Bertholletia excelsa) (TCI) fue deshidratada en un
secador de bandejas con circulacion de aire convectivo a una temperatura
de 60 °C, hasta alcanzar peso constante. Posteriormente, la muestra se
enfrié en una campana de desecacion, para luego proceder a la reduccion

de tamafio y tamizado.

A continuacion, la torta deshidratada fue sometida a un proceso de
desgrasado mediante extraccion Soxhlet, empleando hexano como
solvente. Para cada muestra de 100 g, acondicionada en forma de cartucho,
se utilizaron 250 mL de hexano, manteniendo el sistema a temperatura de
ebullicién durante 8 horas. Finalizado el proceso, la muestra desgrasada se

coloco en una estufa a 40 °C con el objetivo de evaporar el solvente residual.

Este procedimiento se repiti6 hasta obtener la cantidad de muestra
necesaria para llevar a cabo los procesos de extraccidn proteica y los

analisis posteriores.
3.4.4.3 Anélisis fisico quimico y funcional
A. El analisis proximal

El analisis proximal de la TDC se llevd a cabo en los laboratorios de
bromatologia de la UNA — Puno, siguiendo los métodos recomendados por

la FAO Food and Nutrition Paper Vol 14/7, que se indican en la Tabla 7.
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Tabla 7: Metodologia del analisis proximal

Propi imal
ropiedad proxima Método AOAC

(%)
Humedad 934,06
Grasa 963,15
Proteina 990,03
Carbohidratos 985,29
Ceniza 923,03

B. Concentracion y rendimiento de proteinas.

La concentracion de proteinas se determind mediante el protocolo del
método Folin-Ciocalteu fenol (Lowry etal. 1951; Oosta, Mathewson y
Catravas 1978) basado en una curva de estandarizacion utilizando fenol

Folin-Ciocalteu. El rendimiento de extraccion de proteinas (7, ) se calculara

con la siguiente ecuacion

Cos Vs

0p) =
77pr0t ( 0) 10 mP

®3)

donde, 7, es el rendimiento de extraccion de la proteina (%),

Ces , €s la concentracion de la proteina soluble en la solucién de harina

De nuez de castafa (Bertholletia excelsa) (mg/L),
V;, es el volumen de la solucion de harina de la nuez (Bertholletia excelsa) (L)y
m,, es la masa inicial de proteina en la muestra (mg) obtenida en el

analisis proximal.

C. Capacidad de absorcion de aguay aceite

Para la medicion de la capacidad de absorcion de agua y aceite, se peso6 0,5
g de Aislado proteico de castafia (APC) los cuales se mezclé con 5 mL de
agua o aceite. La mezcla se agito durante 1 min y se dejé reposar durante
30 min a temperatura ambiente. Luego, las muestras se centrifugaron (1600
X g durante 25 min) y se descart6 el sobrenadante. Posteriormente se volvio
a pesar la muestra y el agua o aceite absorbido, expresandose como g de
aceite o agua/g de APC.



44

D. Propiedades emulsionantes

Las propiedades emulsionantes se evaluaron utilizando el protocolo descrito
por Zhao et al. (2018), con modificaciones. En total, se colocaron 15 mL de
solucién de APC (1%) a pH 7 en un tubo Falcon de 50 mL de volumen y se
homogenizo durante 15 s (mixer 12000 rpm). Luego se agrego lentamente
15 mL de aceite de soja y la mezcla se homogenizo nuevamente durante 1
min. La emulsién se centrifugo a 1300xG durante 5 min a temperatura
ambiente. La capacidad emulsionante se calcul6 segun la siguiente Ec.
(Zhao et al. 2018),

EDA

Capacidad emulsificante (%) = (\%j %100 (5)

donde, Vceac, €s el volumen de la capa emulsificada después de
la centrifugacion;
Vepa €s el volumen de emulsién antes de la centrifugacion.

Para la determinacion de la estabilidad emulsionante, la emulsion obtenida
después de la homogeneizacion se calenté durante 30 min a 80 °C. Luego,
se enfrid a temperatura ambiente y se centrifugo (1300 x G durante 5 min).

La estabilidad emulsionante se calculé de acuerdo con la siguiente ecuacion:

Estabilidad emulsionante (%) =(\mjx100 (6)

EDA
donde, Vceaca, €s el volumen de la capa emulsificada después
de calentamiento.
3.4.4.4 Establecimiento del punto isoeléctrico para precipitacién de la

proteina solubilizada

El punto isoeléctrico (pl) de las proteinas de la torta desgrasada de castafia
(TDC) se determind mediante el método de solubilidad minima. Una
suspension de 50 g de TDC en 750 mL de agua destilada fue ajustada a pH
10,5 con NaOH 1 M para solubilizacion completa. Posteriormente, alicuotas
de esta solucion fueron acidificadas individualmente con HCI 1 M a valores
de pH entre 3,0y 5,4 (intervalos de 0,2 unidades). Tras 30 minutos de reposo

para equilibrio de precipitacion, las muestras fueron centrifugadas a 5000 x
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g durante 10 min. La concentracion de proteina soluble en el sobrenadante

se cuantificd por el método de Lowry (absorbancia a 500 nm).

El pl se definié como el pH de minima solubilidad, determinado mediante el

ajuste de los datos a modelos no lineales, para ello se realizara el uso de:

modelo de picos extremos (ecuacion 7), Gauss modificado (ecuacion 8) y

polinomio de grado superior (ecuacion 9), seleccionandose el modelo con

mejor ajuste para estimar el valor critico.
Modelo de picos extremos:

y =Y, +Aexp| —exp(-z)-z+1]
_ X=X
w

z

Donde:
Y es la proteina precipitada (%)

x es el pH de la solucién

Modelo de Gauss modificado:
f(x) =y, +(f,xf,)x
() [ L 1%
2x

f(x)=y0+tée

0

f,(%) =t5exp[—5j

0 1:0

i 5

Modelo polindmico de grado superior
y=a, +ax+a,x* +ax’+a,x’
+aX° +a X’ +a, X +a3,x° +ax’
Donde,
Y esla proteina precipitada (%)
x es el pH de la solucion

a,, &,K, a;, a,, son los coeficientes del modelo

(9)

()

(8)
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3.4.4.5 Rendimiento proteico del proceso de extraccion asistido por

ultrasonido

Las tres fracciones del proceso de extraccidon (bagazo, cuajada proteica y
suero) se obtuvieron, se peso y se analizaron el porcentaje de humedad y
proteina siguiendo los procedimientos descritos en la Seccion 2.4.2. Luego

se calcul6 el rendimiento de proteina empleando la ecuacién (10).

Fraccion peso proteina ()

Rendimiento en proteina (%) = -
Peso de harina desgrasada (g)

x100  (10)

3.4.4.6 Extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacién
isoeléctrica (EAAU-PI)

La extraccion alcalina asistido con ultrasonido de la harina desgrasada de
torta de la nuez de Castafa (Bertholletia excelsa), se realiz6 de acuerdo con
métodos descritos por Dominguez et al., (2023) y Golly et al., (2020) con
algunas modificaciones y descritos en la Figura 14 que resume las
operaciones tradicionales (descrito en el item 3.4.4.5) y a EAU en este
estudio.

Figura 13. Representacion esquematica de extraccion alcalina asistido por

ultrasonido seguido de precipitacion isoeléctrica de harina de torta de la nuez

de castafia (Bertholletia excelsa) desgrasada
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Para la AEEU, la harina de torta de Nuez de castafia (Bertholletia excelsa)
utilizado fue de 25 g para cada tratamiento, el cual se trasvasé en un vaso
de precipitado de 500 mL y se procedid a reconstituirse con agua destilada
agitando suavemente con la asistencia de un agitador magnético,
posteriormente se ajusto el pH de la solucion a 8, 9, 10, 11y 12 con hidréxido
de sodio (NaOH) 1M segun la matriz de disefio (Tabla 10), consiguiéndose
una relacion de masa harina desgrasada (g) a volumen de solucion (mL) de
1:5; 1:10; 1:15; 1:20 y 1:25.

La solucion preparada fue sumergido al bafio de ultrasonido. Previos a la
accion de ultrasonido, el bafio se acondicion6é a temperaturas de 20, 30,
40,50 y 60 °C. Una vez alcanzado el equilibrio térmico entre el bafio y la
solucién, la muestra fue sujeto al efecto de ultrasonido por lapsos de tiempo
de 15, 20, 25, 30 y 35 min.

Las suspensiones extraidas en cada tratamiento se enfriarona 25+ 2 °Cy
luego procedié a centrifugado (4500 rpm x 10 min), recuperandose el
sobrenadante para determinar la concentracion de proteina y calcular el
rendimiento de proteina. Posteriormente el resto del sobrenadante se
precipité ajustando el pH a 4,5 con acido clorhidrico (HCI) 1 M por un lapso
de 8 horas a 4 °C. La solucion de proteina se centrifugo (4500 rpm x 20 min)

y el precipitado se recupero.

La proteina extraida de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa) se
deshidraté en un secador a 50°C durante 3 horas y se conservo en frascos

acaramelados a 4°C para su posterior analisis fisico-quimico y funcional.

3.5 Tratamiento de los datos

Para establecer las condiciones operativas 6ptima de EAAU-PI que maximice
las propiedades funcionales y rendimiento de proteina extraida de la TDC, se
usé el método de superficie respuesta, disefio compuesto central (CCD)
(Mongomery 2017; Vera Candioti et al. 2014). Es un método sistematico y
eficiente para determinar de parametros multivariables con multiples

respuestas. Las Caracteristicas de los CCD son:
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1. Una porcidn factorial, consistiendo en un disefio factorial completo a dos

niveles, usando valores +1.

2. Una porcién axial consistiendo en ta pares de puntos, consistiendo en

puntos asimétricos respecto a una distancia.

3. Puntos centrales n, con replicaciones

El nimero de experimentos se establecid a través de la siguiente ecuacion:
N =2"+2k +n, (11)

El objetivo consistié en seleccionar la mejor combinacion de los parametros
de control, de modo que el producto o proceso es mas robusto con respecto
a los factores de ruido. Se utilizé el software Design Expert V. 13. El método
CCD, utiliza un modelo polinébmico de orden superior (segundo, tercera, etc.),

segun la siguiente ecuacion,

K

Y :ﬂo+_zk:ﬁjzj+ > BZi+

k
i=0; j=i j=0

2
Bili +¢&j (12)



Figura 14. Diagrama de bloques de la metodologia de estudios con DCC
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En este estudio, para cada uno de las técnicas de extraccion, los parametros

considerados se indican en la matriz de factores, Tabla 8.

Un estudio sistematico con el método CCD, utiliza cuatro fases: Inicial,

analisis, diagndésticos y graficas y la optimizacion — validacion de estudios, las

mismas que se muestran en la Fig. 15. Por otro lado, los niveles de variacion

de las variables o factores considerados en el estudio se muestran en las

Tablas 8. La matriz de respuesta y matriz de disefio representando las

variables a escala natural se muestran en las Tablas 9 y 10 respectivamente.

Tabla 8: Variables independientes y niveles

Niveles
Unida- _ : Desviacion
Factor Nombre des Inferior Central Superior ~ciandar
-1 (0) (+)
Z; pH 9 10 11 0,91
Relacion
z, masa gmL 10 15 20 4,55
muestra:volu-
men solucion
Tiempo .
Z3 sonicacion min 20 25 30 4,55
z, ~lemperatra .o 30 40 50 9,10
extraccion
Tabla 9: Matriz de respuestas
Factor Nombre Unidades
Y1 Rendimiento en proteina extraida 0/100 g b.s
Y2 Proteina total en el APC %
Ys Solubilidad de la proteina aislada %
Ya Capacidad emulsificante %

Ys

Estabilidad de la emulsién

%
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Tabla 10: Matriz de disefio para la extraccion alcalina asistido por ultrasonido

Relacion Tiempo

Run soIEI:ién MWSVS sonicacion elﬁrgfceigar':u(gg)
(g;mL) (min)
1 10 5 o5 20
2 10 25 o5 40
3 10 15 o5 50
4 12 15 o5 40
5 9 10 30 20
6 11 20 20 -
! 1 1 25 40
8 20 30 o
9 10 20 o
S 10 30 30
11 10 15 25 20
12 9 20 20 0
13 10 15 25 10
14 10 15 25 40
15 11 10 20 0
16 10 15 o5 10
17 10 15 15 40
. 29 30 30
19 9 20 30 0
20 11 20 20 0
21 11 10 30 0
22 11 10 20 0
23 10 20 -
24 20 20 0
25 11 20 30 0
26 8 15 o5 10
27 10 15 35 40
28 10 15 25 40
29 9 10 20 0
30 10 15 25 40
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Por otro lado, para la precipitacion isoeléctrica se llevdo a cabo un plan
experimental con el objetivo de establecer el pl basado en las caracteristicas
de las proteinas contenidas en la nuez de Castafia, segun las corridas
experimentales de la Tabla 11, desarrolladas por triplicado.

Tabla 11: Plan experimental para la precipitacion isoeléctrica

Grado de precipitacion (%)
R1 R2 R3

=z
o

pH

3,0
3,2
3,4
3,6
3,8
4,0
4,2
4,4
4,6
4,8
5,0
5,2
5,4

© 0 N O 0o B~ W DN P

e ol =
w N B O

La evaluacién y validacion del modelo de ajuste, Ec.11 se realiz6 utilizando el
ANOVA antes de la prediccién, para garantizar que el modelo matemético
proporcione una aproximacién adecuada del comportamiento de respuesta
real. Las expresiones ANOVA para el modelo de regresion se resumen en la
Tabla 12 (Li, Lu y Gao 2021; Mongomery 2020).

La precision general del modelo predicho se describira mediante el coeficiente

de determinacién R?, que se calcula de la siguiente manera:

_SCy _;_ SCa 13)
sC, sC,

R2
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El valor de R? varia entre 0y 1. Para el modelo predicho con buena precision,

el valor de R? es cercano a 1. Después de considerar el nimero de términos

del modelo, se puede obtener un parametro estadistico ajustado, Rf\dj ,

2 _ _MCRes_ _SCReS/(n_p)
= e, T se oy s

El valor de R, disminuye a medida que aumentan las variables

estadisticamente insignificantes en el modelo. Las diferencias entre los
valores predichos y reales se definen como errores residuales, que
desempefian un papel fundamental en la evaluaciéon de la precision del
modelo. Otro estadistico utilizado para medir la capacidad predictiva del

modelo se expresa de la siguiente manera:

RFZ’red :1_% (15)
C,

El valor de R, ¥ R, debe estar dentro de 0,2.

Tabla 12: Andélisis ANOVA

Fuente Grado Media de
de Suma de cuadrados de cuadrados obs
varianza libertad
m N 2 SS MS
., - g _v _1 MS _ reg reg
Regresion  SS. Z;(YI y) P T h_1 MS,..
. n & ~ SSres
Residual  SS.=22(¥; - ¥ )2 n-p MS, “hop
i -
Falta de L AN SSiet MS, ¢
SS . = ) m-— MS, , =
ajuste o Z.:ZJ:( %=%) P “ m-p MS juro
LR < )2 SS uro
Error puro  SSpu = Zi‘,JZ(yi,- =0 n-m MSp0 = _pm
m N \2
Total SSiotai :ZZ( Yi — Y) n-1

i

La funcion de deseabilidad es otro método util para optimizar multiples
respuestas simultaneamente. Por tanto, este enfoque tiende a satisfacer cada

respuesta deseable lo antes posible sin comprometer excesivamente ninguna
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especificacion de rendimiento. En general, para maximizar el rendimiento 77q,

en AE extraido por HD y DES, la deseabilidad individual d,(z) es

0 si §,(z)<y™
,@-y;™ )’
d,@=| B sy <y @<y (19
i~ Y
1 si §,(2)2y[™

Mientras que para minimizar la relacion del contenido de terpeno: terpenoide

en el aceite esencial obtenido, la deseabilidad individual es,

1 si §,(2)<y™"
min o (Z) 5
d @)= L2 gy g (z)<ym 17)
Yi~ Y
0 si §;(2) 2 y™
donde y}“‘” y y;* denotan los valores minimos y maximos para Y,

respectivamente. Los parametros s; y t; determinan la forma de la funcion

de deseabilidad. La deseabilidad general (D), al cual se incorpora los pesos,
basada en el concepto de la media geométrica, se determina con la siguiente

ecuacion:

1 1

m

jzlwl m Zmle
D(2) =(d" xd" xd3' xd}') {H dj(z)“”f} (18)

donde, W; un peso relativo entre m respuestas.
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CAPITULO IV: RESULTADOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION

4.1 Aspectos generales

4.1.1 Procedencia de la muestra.

Las nueces de Castaiia (Bertholletia excelsa) fueron adquiridas de la
empresa Manutata SA, ubicado en la Carretera Iberia Km 4, Fundo San
Fernando (Margen lzquierdo-Cruce la Cachuela), ubicado 12°33'31.1"S
69°09'40.2"W, a una altitud de 191 m S.N.M, latitud de -12,5586° a una
temperatura maxima de 35 °C y temperatura minima de 24°C con una
humedad relativa promedio de 83% y con gravead local de 9,78m/s?. Las
muestras se trasladaron al Laboratorio de investigacion de ingenieria
agroindustrial (SLO1 A-127) de la Universidad Nacional Amazonica de Madre
de Dios, ubicado 12° 35' 19.726"S 69° 12' 32.09"W, a una altitud de 207 m
S.N.M, latitud de -12,5888° a una temperatura maxima de 34°C vy
temperatura minima de 24°C con una humedad relativa promedio de 83% y
gravedad local de 9.78 m/s? donde se realizé la adecuacion de las muestras

para la investigacion.

4.1.2 Pre-tratamiento de la nuez de Castafia (Bertholletia excelsa) previo

al desgrasado

En esta etapa se realizo la separacion nueces con algunas sefales de dafos
fisicos y posteriormente se procedid al laminado para el desgrasado
posterior por prensado hidraulico en frio, llevado a cabo en la Planta Piloto
de frutas de la UNAMAD ubicado 12° 35' 17"S 69° 12' 36"W., a una altitud
de 206 m S.N.M, latitud de -12,5881° a una temperatura maxima de 34°C y
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temperatura minima de 24°C con una humedad relativa promedio de 83% y

con gravedad local de 9.78 m/s?.

4.1.3 Desgrasado mediante presado hidraulico en frio de la nuez de
Castafa

Las muestras particuladas de nuez se sometieron a desgrasado por
prensado hidraulico en frio, a una presion constante de 1200 psi con
muestras de 4,55 a 4,87 Kg cada lote con tiempo de 15 minutos a la presion
maxima. Los datos de las masas extraidas en cada ensayo se muestran en
la Tabla 13.

De los 18,87 Kg de nuez de castafia (Bertholletia excelsa) se han obtenido
7,835 Kg de torta con un promedio de 1,9589 + 0,039 Kg de torta en cada
prensado. La cantidad de aceite en bruto extraido fue de 10,815 Litros con
7,14 % particulas suspendidas y un promedio de 2,7039 + 0,0368 Litros de
aceite en bruto por lote, que corresponden a un rendimiento en aceite

extraido de 53,2236 + 0,3994 % en volumen/peso de aceite filtrado.

Tabla 13: Datos del desgrasado de la nuez de castafna (Bertholletia excelsa).

Muestra Torta Aceite en Rendimiento
N° inicial desgrasada bruto extraido Aceite filtrado
(Kg) (Kg) (L) (%, vip)
1 4,55 1,84 2,653 54,145
2 4,75 1,98 2,714 53,053
3 4,70 2,00 2,644 52,234
4 4,87 2,01 2,804 53,4625
18,87 7,83 10,815 53,2236

4.1.4 Desgrasado de la harina por el método soxhlet

Previo al desgrasado final con solvente, la torta proveniente del prensado
hidraulico se deshidraté en una estufa con aire convectivo a temperatura de
60 °C hasta que las muestras permanecieran con peso constante.
Posteriormente, estas muestras se enfriaron en una campana desecadora

hasta alcanzar la temperatura ambiente (Aprox. 28 °C). La torta desgrasad
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se sometio a molienda en un molino de cuchillas hasta lograr harina con un

tamanfo de particula de malla 80 segun la serie Tyler.

Para la extraccidén con soxhlet, se utilizaron aprox. 100 g de harina de trorta
y se procedi6 a desgrasar en un equipo soxhlet de 250 mL con hexano como

solvente. Cada muestra se extrajo por un lapso de 5 horas (10 batch)

Tabla 14: Desgrasado de la harina de nuez de castafia por método Soxhlet

Muestra
N il HERO ML) oo
(9)

1 100,0 150 78,03

2 100,0 150 74,48

3 100,0 150 79,36

4 100,0 150 85,03

5 100,0 150 87,7

4.2 Caracterizacion proximal de la harina desgrasada de nuez de

castana

En la Tabla 15 se presenta la caracterizacion de analisis proximal la TDC en

base humeda.

Tabla 15: Analisis proximal de la torta desgrasada de la nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K.).

Humedad % 4,49
Grasas % 7,51
Proteinas % 50,5
Carbohidratos % 16,5
Fibra cruda % 10,9
Cenizas % 10,0

La TDC present6é una composicion caracterizada por alto contenido de proteina
(50,5%), grasa residual moderada (7,51%), fibra cruda (10,9%), carbohidratos
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(16,5%), cenizas elevadas (10,0%) y baja humedad (4,49%), lo que confirma su
naturaleza altamente concentrada en nutrientes tras la remocion parcial de
lipidos. Comparativamente, estos valores son superiores a los reportados para
tortas desgrasadas de soya (40-48% de proteina), mani (45-50%) y almendra
(~40%), y similares a la torta de nuez de castafia desgrasada reportada en la
literatura, lo que evidencia el potencial de la nuez de castafia como una fuente
proteica vegetal competitiva en términos tecnologicos y nutricionales. El
contenido de grasa residual es mayor al de tortas sometidas a extraccion
exhaustiva con solventes (<5%), lo cual puede atribuirse a las operaciones
combinadas de prensado hidraulico y Soxhlet aplicadas al material, mientras que
la fraccién de fibra cruda y cenizas supera a la de otras semillas oleaginosas,
reflejando la riqgueza mineral caracteristica de la castafia amazodnica,

especialmente en selenio, magnesio y hierro.

4.3 Curva de calibracion para el andlisis de proteina por método

Lowry

La curva de calibracion para el analisis de proteina por el método Lowry se
construyé empleando albumina sérica bovina (BSA) en el rango 0,0311-
0,1246 mg-mL™%, con la ecuaciéon lineal obtenida, Ec. 19, y parametros
estadisticos que indican una excelente ajustabilidad del modelo (R2=0,99321;
R2 gjustada = 0,99095; SCR = 3.82:107%).

Tabla 16: Curva de calibracion

Concentracion

N° proteina de albumina Lectura Absorbancia

bovina (mg/mL) (%)
1 0,0311 0,2393 + 0,01069
2 0,0467 0.2860 + 0,008613
3 0,0623 0.3341 + 0,008650
4 0,0934 0.4044 + 0,010789
5 0,1246 0.4703 + 0,015050

Estos resultados demuestran una respuesta altamente lineal y sensibilidad

adecuada de la técnica en el rango evaluado, aunque el intercepto
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ligeramente negativo sugiere la necesidad de control riguroso del blanco y
verificacion del cero instrumenta antes de cada corrida para evitar sesgos
sistematicos en lecturas proximas al limite inferior de la curva.

Figura 15. Curva patrén de la concentracion de proteina de

albumina bovina (mg/mL) y la absorbancia (%) a 500 nm.
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Tabla 17: Valores estadisticos para la curva patrén de de proteina de
albumina bovina (mg/mL) y la absorbancia (%) a 500 nm.

Parametros  Valor Er,ror Valort Prob>|t|] Dependencia
estandar
A 0.06899 0,0069 10,00301 0,00213 0,94652
B 04054 001935 20,95589 3’438'5' 0,94652
2 1,27E-
3 05
3,82E-
SCR 05

R? (cop) 0,99321

R 0,99095
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Prot =—-0,06899 + 0, 4054 Abs (19)

La seleccion del rango de trabajo (=0,03—-0,12 mg-mL™) es coherente con
adaptaciones contemporaneas del método Lowry para matrices alimentarias
y extractos proteicos donde se busca alta sensibilidad y minima interferencia
(Lowry et al., 1951; Oosta et al., 1978), y es comparable a rangos y
coeficientes de correlacion reportados en estudios de extraccion de proteinas
asistida por ultrasonido y métodos alcalinos (p. ej. Wang et al., 2020), que
también informan R2 > 0,99 cuando la curva se prepara y controla

adecuadamente.

4.4 Determinacién del punto de precipitaciéon isoeléctrica de las

proteinas de la harina de torta desgrasada de la nuez de castaria

Considerando que el punto isoeléctrico (PI) de una proteina vegetal es el valor
de pH al cual su carga neta superficial es cero, que dependen directamente
de la composicion en aminoacidos, particularmente de los residuos con
cadenas laterales ionizables como aminoéacidos &cidos (4cido aspartico y
glutdmico con carga negativa a pH fisioldgico) y los aminoacidos béasicos
(lisina, arginina e histidina con carga positiva a pH fisiolégico) y otros grupos

ionizables (incluidos los fosfatos, carbohidratos unidos covalentemente).

Los datos experimentales se ajustaron a modelos polinédmico, funcion de
gauss y funcidn de pico, cuyos coeficientes y estadisticos se pueden apreciar
en la Tabla 18.

Los modelos matematicos que estima el Pl para la precipitaciéon de la proteina
de torta de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa), cuyos parametros se

muestran en la Tabla 18 son:

y =9,274+74,202exp[ —exp(-z)—z+1]
_ (x—4,644) (12)
~0,6227

donde, Y esla proteina precipitada (%)
x es el pH de la solucion
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Basado en el modelo de funcidn de picos del tipo extremo, la dzy/dx2 =0

proporciona el valor del pH en el cual el % proteina es un maximo, siendo esta
aproximadamente a 4,5. Este valor se considera como el punto de
precipitacion isoeléctrica para la proteina en la torta desgrasada de la nuez de

Castafa.

Tabla 18: Datos experimentales de Pl ajustado a diferentes modelos

estadisticos.

Modelo Parametro Valor eslf;rno drar
Yo 9,27437 2,45029
Modelo de picos X 4,64416 0,02806
y = Yo+ Aexp| —exp(-z)—z+1] w 0,62268 0,03977
7=X"% A 74,20218 3,10584
\W
Donde, X 17,659
Y es la proteina precipitada (%) RSS 158,9281
x es el pH de la solucion R2 0985
R 0,9801
Yo 10,14224 1,24722
Modelo de Gauss modificado A 206,539 21,3189
f) =y, +(fxf,)x
W) (e ) X 4,06474 0,01864
00yt éi@[ﬂ {2 I 1 N
oY W w 0,23393 0,02161
A X t, 2,2998 0,34286
fi(x) =—exp| ——
15 L% 72 5.27419
1 (x=x,)’ RSS 42,1936
f(x) = exp| = !
V27w 2w R? 0,99603
Rl 0,99404
Modelo polinémico de grado a, 1,72E+07 498060,95
superior
y=a, +ax+a +ax +ax’ a, -3,62E+07  889632,11

+a5X° +8,X° +a, X" +8,x° +agx° a, 3,37E+07 675458,35




Donde,
Y es la proteina precipitada (%)
x es el pH de la solucion

a,, a,K, a3, a,, son los

coeficientes del modelo

a, -1,81E+07  286116,17
a, 6182411,854 79252,089
ag -1395694,04 18380,32
ag 207978,3549 3750,458
a, -19722,460 520,174
ag 1079,70724 40,484

a, -25,98936  1,3377

1’ 6,83772

RSS 20,51317

R2 0,99807

R 0,99228
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Figura 16. Curva de precipitacion isoeléctrica de la proteina de torta de B. excelsa.

4.5 Extraccion alcalina de proteina de la torta desgrasada de castaia

por ultrasonido y precipitacion isoeléctrica

Los resultados de la extraccion de proteina de la torta desgrasada de la nuez

de Castana (Bertholletia excelsa) se muestra en la Tabla 19. Se puede

apreciar que el rendimiento global de extraccion de proteina (n, % b.s.)

presentd una media de 24,24% + 0,544, con una desviacion estandar de

2,978%, lo que indica una variabilidad moderada en los tratamientos

experimentales. El valor minimo fue de 17,48% a un pH de 9, una relacion
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Mm:Vs 10 g/mL, desarrollado en un tiempo de 30 min a una temperatura de
30 °C (Tratamiento 5) y el maximo de 29,07% cuando las condiciones
operativas fueron de pH, la relacion Mm:Vs 10 g/mL, el tiempo y la
temperatura fueron de 11, 20 g/mL, 30 min y 30 °C respectivamente
(Tratamiento 18), evidenciando que el cambio de pH y la relacion Mm:Vs en
los niveles de estudio tiene efectos significativos en la liberacion de proteinas
de la matriz vegetal (Figura 19). La varianza indica que en promedio los datos
se separan 8,86 unidades cuadraticas de la media. Por otro lado, se observa
una variabilidad moderada alrededor de la media (coeficiente de variacion
12,3% segun Tabla 20, aunque en ANOVA se reporto 4,27% que corresponde
al modelo ajustado). En promedio, los datos se desvian 2,389 g PC/100 ¢
absolutas respecto a la media.

La eficiencia de extraccién alcalina (§) mostré una media del 87,95%, con un
coeficiente de variacion (C.V.) del 7,5%, indicando una alta consistencia en la

solubilizacion proteica bajo condiciones alcalinas.

Las propiedades funcionales de la proteina extraida, como la capacidad
emulsificante (CE) una media de 59,436 + 1,431 % con una variabilidad y
desviacién estandar de 13,2% y 7,8 %, lo que nos variabilidad moderadas el
rededor de la media y entre tratamientos experimentales. La maxima CE fue
de 73,889%, cuando las condiciones operativas Z,, Z,, Z, yZ, fueron de 11,
20 g/mL, 30 min y 50 °C respectivamente, mientras que un minimo 48,125%

(Tratamiento 25) cuando Z,, Z,, Z, yZ, fueron de 8, 15 g/mL, 25 miny 40 °C

respectivamente, tal como se puede apreciar en la Tabla 20. La Estabilidad
emulsificante (EE) medio fue de 56,144 + 1,247%, con minimos y maximos de
45,833y 67,780 % respectivamente.



Tabla 19: Resultados de los tratamientos experimentales

64

Capacidad de Capacidad de

Rendimiento ;2?;2%?] Capa_c_idad Estat:_)i_lidad absorcion de absorci_én de
N° global alcalina emulsificante emulsificante agua aceite
n (%, b.s) £ (%) CE (%) EE (%) AAg (9 AA (g aceitelg
agua/g APC) APC)
1 20,3 83,4 58,7 56,0 2,5 2,6
2 26,5 85,6 67,3 61,5 2,4 2,7
3 24,3 87,2 58,4 55,0 2,3 2,8
4 27,4 87,7 69,9 65,8 2,4 2,8
5 17,5 84,2 49,3 47,5 2,4 2,5
6 27,3 87,3 67,6 63,2 2,6 2,7
7 23,2 84,6 63,7 60,7 2,4 2,7
8 25,6 83,5 61,6 60,0 2,3 2,7
9 18,7 86,4 49,8 48,8 2,3 2,5
10 23,4 86,8 72,2 67,4 2,4 2,8
11 20,9 84,3 48,7 46,0 2,2 2,5
12 21,2 77,5 54,5 50,7 2,2 2,6
13 25,9 97,5 50,8 50,0 2,4 2,5
14 24,6 89,9 53,1 50,4 2,4 2,5
15 25,5 74,1 60,0 59,1 2,3 2,6
16 23,6 96,1 61,4 59,6 2,5 2,6
17 24,3 86,8 50,0 49,4 2,4 2,5
18 29,1 98,7 73,9 67,8 2,6 2,8
19 25,5 88,6 53,5 50,6 2,2 2,5
20 22,6 77,1 61,7 60,6 2,4 2,7
21 28,2 97,5 66,7 61,2 2,3 2,7
22 26,9 98,5 66,7 61,1 2,4 2,7
23 22,5 76,4 58,3 54,5 2,2 2,6
24 23,6 93,0 58,3 53,0 2,1 2,6
25 28,5 89,8 73,7 67,8 2,7 2,8
26 22,6 86,3 48,1 45,8 2,3 2,4
27 27,8 92,3 59,5 57,2 2,3 2,6
28 26,3 95,3 59,0 56,4 2,2 2,6
29 19,7 91,8 48,4 46,0 2,3 2,4
30 23,6 90,3 58,2 51,3 2,3 2,6




Figura 17.
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Variacién de Z1, Z3 y Z4 con el rendimiento global de

extraccién de proteian de la torta de B. excelsa

NN
s O

Rendimiento 1 (% b.s)

Tabla 20: Datos estadisticos descriptivos de los resultados

Coefi-

Desvia-
Variancia  ciente cion . .
Fac- Media Dt’asv. Er’ror ) devaria- media Mini-  Maxi-
tor estandar estandar (0°) cién abso- mo mo
(cv) luta
by 2424 298 054 887 012 239 1748 29,07
E(%) 87,95 6,56 1,19 43,02 0,08 5,07 74,09 098,68
(CO/E) 59,43 7,84 1,43 61,47 0,13 6,25 48,13 73,88
(E(;) 56,14 6,83 1,25 46,68 0,12 582 45,83 67,78
AAg 2,36 0,12 0,02 0,02 0,05 0,09 213 2,70
AA 2,62 0,12 0,02 0,01 0,05 0,09 235 2,79

Estos datos reflejan que la proteina extraida tiene una alta capacidad para

formar emulsiones, de cada 100 unidades posibles de superficie de aceite,

casi 73,89 son cubiertas y estabilizadas por la proteina. Las proteinas

vegetales suelen tener valores de CE en el rango de 40-80 %, y proteinas

animales (ej. suero, caseina) pueden estar en 70—-90 %, resultados que acerca

a la proteina aislada de la torna desgrasada de nuez de castafia (Bertholletia

excelsa) al de los lacteos, considerdndose como muy prometedor para
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aplicaciones alimentarias (bebidas vegetales, emulsiones carnicas, etc.). Asi
mismo, la emulsion formada por la proteina obtenida es moderadamente
estable en el tiempo, aproximadamente el 67,8 % de la emulsion inicial
mantiene su estabilidad sin desestabilizarse (coalescer o separarse), toda vez
que valores >70 % indican muy buena estabilidad, mientras que <50 % se

consideran emulsiones inestables.

La capacidad de absorcion de agua (AAg) y de aceite (AAc) fueron, en
promedio, de 2,355 + 0,02 g agua/g proteina y 2,623 + 0,021 g aceite/g
proteina, respectivamente. Los valores minimos y maximos de la AAg fueron
2,132 y 2,704 g/g (tratamientos 24 y 25), mientras que para la AAc se
registraron 2,352 y 2,792 g/g, respectivamente (tratamientos 26 y 25). En
ambos casos se observo que el pH tuvo un efecto altamente significativo. Las
desviaciones estandar fueron bajas, lo que indica una reducida variabilidad en

torno a la media y entre los tratamientos experimentales (Tabla 20).

Tabla 21: Prueba de normalidad de las variables respuesta (test de

Shapiro-Wilk)
DF Statistic p-value

Rendimiento global 30 0,97326 0,63178
Eficiencia extraccién 30 0,9594 0,29897
Capacidad emulsificante 30 0,94463 0,12127
Estabilidad emulsificante 30 0,94528 0,12624
Capacidad absorcién de agua 30 0,96131 0,3344

Capacidad absorcién de 30 0,96008 031118

aceite

La AAg, definida como la capacidad de las proteinas para retener agua en su
estructura (a través de enlaces de hidrogeno, grupos polares y cavidades
internas), esta funcionalmente relacionada con la hidratacion, la viscosidad y
la gelificacibn en matrices alimentarias. El valor reportado en esta tesis es
comparable al de la proteina de soya, lo que sugiere un potencial para mejorar
la viscosidad, cohesion y rendimiento en productos como hamburguesas

vegetales, panificacion y sopas instantaneas.
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Por su parte, la AAc corresponde a la capacidad de la proteina para retener
lipidos en su matriz (mediante interacciones hidrofébicas con aminoacidos no
polares), un comportamiento relevante para la retencién de sabor, textura,
untuosidad y aplicaciones en productos cérnicos y panificados. La proteina de
castafia obtenida mostré valores en el rango maximo reportado para la soya,

lo que permite inferir su alta aplicabilidad en la industria alimentaria.

Previo a los andlisis estadisticos predictivos, los resultados (Tabla 19) fueron
sometidos a pruebas de normalidad de Shapiro—Wilk (Tabla 21), Los valores-
p obtenidos para todas las variables respuesta (p > 0,05) indican que no se
puede rechazar la hipétesis nula de normalidad. Esto confirma que los datos
experimentales para el rendimiento (n), eficiencia (§), capacidad emulsificante
(CE), estabilidad emulsificante (EE), absorcién de agua (AAQ) y absorcién de
aceite (AAc) se distribuyen normalmente, cumpliendo un supuesto
fundamental para la validez del posterior Analisis de Varianza (ANOVA). Esto
respalda la aplicacion de modelos basados en minimos cuadrados. Asimismo,
para los residuales del modelo matematico de rendimiento de extraccién, los
tests de Shapiro-Wilk (p = 0,3006) y Kolmogorov—Smirnov (p = 0,6164)
confirmaron que no se rechaza la normalidad de los residuales; en

consecuencia, el supuesto de normalidad se encuentra satisfecho.
4.5.1 Rendimiento y eficiencia de extraccion

El modelo de superficie de respuesta ajustado (Ec. 10) explica el 95,01 %
(R2 = 0,9501) de la variabilidad total en el rendimiento de proteina extraida
(n, % b.s.), manteniendo un coeficiente de variaciéon experimental (CV) del
4,27 %, lo cual indica alta precision relativa. La falta de ajuste no fue
significativa (p-valor = 0,8804), y los residuales cumplen normalidad
(Shapiro-Wilk, p = 0,30063), validando la inferencia estadistica. El valor F de
13,44, p> 0,0001 y una suma de cuadrados del modelo de 244,29 frente a

un residual de 12,83 respaldan esta afirmacion.



Tabla 22: ANOVA para el rendimiento de extraccion

Suma de Grado Mediade Valor Valor
Fuente de
cuadrados . cuadrados F p
libertad
<
Modelo 244,29 17 14,37 13,44 0,0001
Z,:pH 11,58 1 11,58 10,83 0,0065
Z,: Relacion <
Mm:Vs 46.82 1 46,82 43,78 0,0001
(Ti
Zs : Tiempo 19,85 1 19,85 1856 0,001
sonicacion
Zq :Temperatura ) o 1 1484 13,88 0,0029
extraccion
27, 12,26 1 12,26 11,47 0,0054
27, 4,55 1 4,55 4,25 0,0616
Z,Z, 10,78 1 10,78 10,09 0,008
Z,Z, 4,50 1 4,50 4,21 0,0626
le 0,25 1 0,25 0,23 0,6367
Z2 2,64 1 2,64 2,47 0,142
232 3,35 1 3,35 3,14 0,1019
Zf 6,92 1 6,92 6,47 0,0257
27,7, 0,83 1 0,83 0,78 10,3951
227, 6,40 1 6,40 5,99 0,0308
z,2,Z, 9,41 1 9,41 8,80 10,0118
21222 6,63 1 6,63 6,20 0,0284
272,27, 1,57 1 1,57 1,47 0,2493
Residual 12,83 12 1,07
Falta de ajuste 4,45 7 0,64 0,38 0,8804
Error puro 8,38 5 1,68
Cor Total 257,12 29

68
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Del analisis de varianza (ANOVA, Tabla 22), para un nivel de significancia

del 95%, los factores independientes Z, (relacion Mm:Vs, g:mL, con p <
0.0001) y Z, (tiempo de sonicacion, min, con p < 0,001) tienen un efecto
altamente significativo. Un aumento en Z, (en decir, menor dilucion)
incrementa el rendimiento global (7], g proteina/100 g muestra b.s),

posiblemente por una mayor concentracion de solidos disponibles para la
extraccion. Tiempos prolongados (hasta 30 min) favorecen la ruptura celular

y liberacion de proteinas. Mientras tanto, el Z, (pH, p < 0,0065) y Z,

(temperatura, °C, p < 0,0029) son significativos para o = 0,05. Valores
alcalinos (pH 10-11) mejoran la solubilidad proteica al inducir carga negativa
y repulsion electrostéatica y temperaturas mas altas (hasta 50 °C) facilitan la

difusién, aunque se debe evitar la desnaturalizacion extrema.
Mientras tanto, las interacciones significativas (a < 0,05) fueron, Z,Z, (pH x

Relacion Mm:Vs, p <0,0054)y Z,Z, (Relacion Mm:Vs x Tiempo, p < 0,008),

gue corrobora la significancia de la Relacion Mm:Vs en el rendimiento de

extraccion. Por otro lado, las interacciones de orden superior que tienen un

efecto significativo en T (g proteina/100g muestra), fueron
7z, 22,2,, 2,Z,Z,yZZ;, lo que sugiere un punto optimo de temperatura

(probablemente alrededor de 40-50 °C), mas alla del cual el rendimiento
podria disminuir. Esto implica que la relacion entre estos factores no es lineal

y su combinacién influye de manera compleja.

Tabla 23: Valores estadisticos del rendimiento y eficiencia.

Estadisticos Valor
Desv. Estandar 1,03
Media 24,24
C.V. % 4,27
R2 0,9501
R2 Ajustada 0,8794
R2 Predicho 0,7157

Precisién adecuada 14,8135
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La falta de ajuste no fue significativa (p = 0,8804), lo cual es deseable, ya
gue indica que el modelo ajusta adecuadamente los datos y no hay evidencia

de que se esté omitiendo una estructura importante.

Los supuestos estadisticos de normalidad de los datos y de los residuales
se cumplen, evaluados con las pruebas de normalidad de Shapiro-Wilk (p =
0,3) y Kolmogorov-Smirnov (p = 0,61643), lo que validan la aplicabilidad de
las conclusiones y la confiabilidad del modelo matemético generado, que

esta representado en la Fig 18.

El modelo matematico (Ec. 10) mostré un alto poder predictivo, con un
coeficiente de determinacion R2 de 0,9501, lo que significa que el 95.01% de
la variabilidad en el rendimiento es explicada por los factores incluidos. El R2
ajustado de 0,8794 y el R?predicho de 0,7157 son coherentes, indicando que
el modelo no esta sobre ajustado y tiene buena capacidad predictiva. La
precision adecuada (signal to noise ratio) de 14,81 (muy superior al umbral
de 4) confirma que el modelo tiene una buena relacion sefial-ruido y es

adecuado para navegar el espacio de disefio.

n=-38,034+7,519 7, +12,02 Z,-2,219 Z, —0,468 Z, 1,338 Z,Z,
+0,035 Z,Z, +0,106 Z,Z, +0,0299 Z,Z, +0,096 Z 0,458 Z
+0,0139 Z2 ~0,005 Z2 —0,00086 Z,Z,Z, +0,003 Z,Z,Z,
—0,000088 Z,Z,Z, +0,0446Z,72 —0,000153 Z,7,Z.Z,

(10)

Figura 18. a) Normal vs residual y b) Predicho vs actual
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Efectos marginales y curvaturas, que se observan en la Fig. 12, nos indica

que un incremento unitario en la relacion Mm:Vs (Z, ) eleva n en 1,40 %

b.s. (coeficiente codificado positivo, p < 0,0001). Por otro lado, cada minuto

adicional de sonicacion (Z,) incrementa n en 0,91 % b.s. (p = 0,001).

Mientras tanto el término cuadratico Z f (T?) es significativo y negativo (coef.

= — 0,5023), evidenciando curvatura concava; existe un maximo local
alrededor de 40 °C, y temperaturas superiores a 50 °C disminuyen el
rendimiento. La interaccion Z,Z, (pH x Mm:Vs) es negativa (coef. = -0,876),

sefialando que el beneficio de aumentar la proporcién de solvente se ve
atenuado cuando el pH se aleja de 10.

Por tanto, el analisis estadistico confirma que la extraccion alcalina asistida
por ultrasonido es un proceso robusto y reproducible para la recuperacion
de proteinas de la torta desgrasada de la nuez de castafia (Bertholletia
excelsa). Los factores relacion masa:solvente y tiempo de sonicacién son
los principales determinantes del rendimiento, mientras que interacciones de
segundo y tercer orden modulan la respuesta de manera significativa. El
modelo cuantitativo obtenido permite predecir y optimizar n con una
precision del £ 4 %, sentando las bases para el escalado del proceso

Figura 19. Representacion del comportamiento del rendimiento
como funcién de Z1, Z2, Z3y Z4

Rendimionte, 1) (8 AENO0R

Rendenients, 1 (g AE/1007)
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4.5.2 Capacidad y estabilidad emulsificante de la proteina obtenida

La capacidad emulsificante (CE, %) mostré una media de 59,436 + 1,43 %,
con una desviacion estandar de 3,61% y un coeficiente de variacion (C.V.)
del 6,08%, lo que indica una dispersibn moderada y consistencia aceptable
entre tratamientos. El valor minimo fue de 48,1% (tratamiento 26) y el
maximo de 73,9% (tratamiento 18), evidenciando que ciertas condiciones
operativas favorecen significativamente la formacién de emulsiones
estables. Por otro lado, la estabilidad emulsificante (EE, %) presenté una
media de 56,144 +£1,247%, desviacion estandar de 3,40% y C.V. del 6,05%,
indicando un comportamiento similar en términos de reproducibilidad, que

se muestra en la Fig. 20.

Figura 20. a)y b) Variacién de Z1, Z2 y Z3 con la capacidad
emulsificante (CE, %); c¢) y d) Variacién de Z1, Z2 'y Z3 con la
estabilidad emulsificante (EE, %) de la proteina obtenida de la torta

de B. excelsa.
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Ambas variables respuesta mostraron rangos amplios de comportamiento,

lo cual es favorable para la modelizacion, ya que refleja sensibilidad a los
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cambios en los factores de proceso. La normalidad de los datos fue

preliminarmente confirmada mediante pruebas no paramétricas, sentando

las bases para el uso de modelos polinomiales generalizados.

Tabla 24: ANOVA para la capacidad emulsificante (CE, %)

Fuente Sumade Grados Media Valor valor
cuadrados libertad cuadrados F P
Modelo 1612,91 16 100,81 7,72 0,0003
) <
Z,:pH 967,88 1 967,88 7411 45001
Z, Relacion 106,99 1 106,99 819  0,0133
Mm:Vs
Z5 :Tiempo 1551 1 1551 11,88  0,0043
sonicacion
Z, :Temperatura 2, o 1 7033 539  0,0372
extraccion
Z,Z, 0,0854 1 0,0854 0,0065 0,9368
z,Z, 0,1355 1 0,1355 0,0104 0,9204
z.Z, 0,0983 1 0,0983 0,0075 0,9322
Z; 2,74 1 2,74 0,2097 0,6546
Z2 42,64 1 4264 3,26 0,094
Z? 13,03 1 13,03 0,9976 0,3361
Z; 25,6 1 256 1,96  0,1849
27,7, 11,04 1 11,04 0,8452 0,3747
22,2, 7,28 1 7,28 0,5572 0,4687
27,2, 89,42 1 89,42 6,85  0,0213
2,22, 6,72 1 6,72 0,5145 0,4859
z77? 62,89 1 62,89 4,82 0,047
Residual 169,79 13 13,06
Falta de ajuste 49,87 6,23 0,2599 0,955
Error puro 119,92 23,98
Cor Total 1782,7 29
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El modelo global para la CE fue altamente significativo (p < 0.0003), con un
valor F de 7,72, lo que indica que el modelo explica adecuadamente la
variabilidad observada (Tabla 23). El valor de falta de ajuste no fue
significativo (p = 0,955), lo cual es deseable, ya que sugiere que el modelo

ajusta bien los datos y no hay evidencia de falta de ajuste.

Los factores principales con efecto significativo (p < 0,05) fueron: pH (Z4): p
< 0,0001, con una suma de cuadrados de 967,88, siendo el factor mas
influyente. Un aumento del pH (especialmente a valores alcalinos como 11—
12) incrementa la carga negativa de las proteinas, mejorando su solubilidad
y exposicion de regiones hidrofébicas, lo que facilita la adsorcion en la
interfase aceite-agua. La relacion masa:volumen (Z,): p = 0,0133, muestra
gue relaciones mas altas (mayor concentracion de sélidos) mejoran la CE,
posiblemente por una mayor disponibilidad de proteina interfacial. Mientras
tanto, el tiempo de sonicacidon (Z3): p = 0,0043, indicando que tiempos
prolongados (hasta 30—35 min) favorecen la desagregacion y exposicion de
dominios funcionales. La temperatura (Z,): p = 0,0372, sugiriendo que
temperaturas moderadas (~50 °C) mejoran la movilidad molecular y difusion,

aunque valores extremos podrian inducir agregacion. Ademas, la interacciéon
ZfZZ2 , p = 0,047 fue significativo, lo que implica un efecto no lineal complejo

entre estos factores, probablemente relacionado con la saturacion de sitios

emulsionantes a altas concentraciones y pH extremos.

Términos de segundo orden como ZZ2, p = 0,094, mostraron tendencia hacia

la significancia, sugiriendo un posible punto 6éptimo en la relacién

solido:liquido. Por otro lado, interacciones binarias como Z,Z,, Z,Z,y Z,Z,

no fueron significativas (p > 0,05), indicando independencia relativa entre

sus efectos combinados.

El modelo final, expresado en términos codificados y transformado a escala

natural, es:
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CE(%) = 73,605-22,1233 7, +0,9106 Z, +2,3542 Z, +1,4922 Z,
—~0,4656 7,7, ~0,1725 Z,Z, +0,0521 Z,Z, +1,4535 Z? +0,3137 Z 10
—0,0062 Z2—0,0045 Z? +0,0359 Z,Z,Z,+0,0106 Z,Z,Z,
—~0,008945 7,27, +0,00259 Z,Z,Z, —0,00237 2222

Este modelo incluye efectos lineales, cuadraticos, interacciones binarias y
términos cubicos, reflejando la naturaleza multifactorial del proceso. Los
coeficientes positivos de Z4, Z,, Z; y Z, indican que aumentar estos factores
mejora la CE, mientras que los términos cuadraticos negativos sugieren
comportamientos concavos (maximos locales). Asi el alto coeficiente de Z,
(22,12) confirma que el pH es el principal modulador de la CE, el término Z,2
negativo (—0,4656) sugiere que existe un pH 6ptimo (~11-12), mas alla del
cual la CE podria disminuir por sobreionizacion o precipitacion incipiente. La
interaccion Z,Z, positiva (0,3137) indica sinergia entre pH elevado y alta

relaciéon masa; volumen.

Tabla 25: Meétricas de bondad del ajuste de los modelos matematicos

L Capacidad Estabilidad

Estadisticos o ..
emulsificante emulsificante

De§V|aC|on 3.61 3.4
estandar
Media 59,44 56,14
CV.% 6,08 6,05
R2 0,9048 0,8638
R2 Ajustado 0,7875 0,7531
R2 Predicho 0,6514 0,6191
Precision 9,9625 10,2227
adecuada

El modelo de la Ec. 10, presenta un coeficiente de determinacion R2 de
0,9048, lo que indica que explica el 90,48% de la variabilidad en la CE. El R?
ajustado de 0,7875 y el R? predicho de 0,6514 son coherentes, mostrando
gue el modelo no esta sobreajustado (Tabla 25). La precision adecuada
(signal to noise ratio) de 9,96 supera el umbral recomendado de 4, lo que
valida su capacidad para navegar el espacio de disefio y realizar

predicciones confiables.
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Figura 21.

Comportamiento de la capacidad emulsificante (CE, %)
funcion de 71, 72, Z3y 74
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El modelo para EE también fue altamente significativo (p < 0,0001), con un
valor F de 7,80. El lack of fit no fue significativo (p = 0,9654), lo que respalda
la bondad del ajuste.

Factores significativos (p < 0,05) incluyen:

pH (Z,): p <0,0001, con suma de cuadrados de 782,88, nuevamente el factor
dominante. Valores alcalinos promueven una red proteica mas resistente en
la interfase.

Relacibn masa:volumen (Z;): p = 0,0317, indicando que mayor

concentracion de proteina mejora la estabilidad de la pelicula interfacial.
Tiempo de sonicacion (Z3): p = 0,0085, sugiriendo que una sonicacion

prolongada favorece la homogeneizacion y formacion de gotas mas
pequefas y estables.



77

Término cuadrético Z,2 p = 0,036, lo que indica un efecto no lineal en la
relacion masa:volumen, posiblemente debido a la viscosidad excesiva o

saturacion interfacial a altas concentraciones.

La interaccion Z,Z, (pH x temperatura, p = 0,1889) no fue significativa, pero
mostro tendencia, sugiriendo que la combinacion de pH alto y temperatura

moderada puede tener un efecto aditivo.

Tabla 26: ANOVA para la estabilidad emulsificante de la proteina obtenida

de la torta de nuez de castafa (Bertholletia excelsa).

Suma Grados Suma

Fuente cuadrados libertad cuadrados Valor F Valor p

Modelo 1169,39 13 89,95 78 0,0001
. <

Z,:pH 782,88 1 782,88 6791 0001
Z, Relacion 63,83 1 63,83 554  0,0317
Mm:Vs
Z4 +Tiempo 103,83 1 103,83 901  0,0085
sonicacion
Z, ‘Temperawra ., 1 46,2 401 0,0625
extraccion
z.Z, 3.03 1 3,03 0,2626 0,6153
2.7, 215 1 215 0,1862 0,6719
2.7, 21,72 1 21,72 1,88  0,1889
2,2, 1,03 1 1,03 0,0894 0,7688
Z? 15,5 1 155 134 02632
Z; 60,4 1 60,4 524 0,036
Z2 9,63 1 9,63 08349 0,3744
2,27, 44,69 1 44.,9 388  0,0665
2,2,7, 10,76 1 10,76 09332 0,3484
Residual 184,45 16 11,53
Falta de ajuste 69,51 11 6,32 02749  0,9654
Error puro 114,94 5 22,99

Cor Total 1353,85 29
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Estadistico Valor
Std. Dev. 3,4
Mean 56,14
CV.% 6,05
R2 0,8638
Adjusted R2 0,7531
Predicted R2 0,6191
Adeq Precision 10,2227

El modelo ajustado es:

EE (%) = 24,02442-5,46019 Z, —0,769263 Z, —0,603798 Z, +1,69667 Z,
—0,087 Z,Z, +0,09018 Z,Z, —0,105918 Z,Z, —0,006896 Z,Z, a
+0,744104 72 +0,058748 Z2 —0,005863 Z
~0,000423 Z,Z,Z, +0,000479 Z,Z.Z,

Figura 22. Comportamiento de la estabilidad emulsificante (EE, %)
de la proteina de la torta desgrasada de B. excelsa como funcién
de Z1, 72,73y 74
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Este modelo destaca por la influencia positiva del pH (coeficiente 5,46) y el
efecto estabilizador de tiempos y temperaturas moderadas. El término Z,2
positivo (0,744) sugiere que la EE continla mejorando con el pH en el rango

estudiado, sin mostrar un punto de inflexién claro, a diferencia de la CE.

Figura 23. a) Normal vs residual y b) Predicho vs actual para la
estabilidad emulsificante de la proteina de torta de nuez de

Castafa desgrasada
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Figura 24.a) Normal vs residual y b) Predicho vs actual, para la capacidad

emulsificante de la proteina de torta de nuez de Castafa.
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Para ambas respuestas (CE y EE), el andlisis de residuos confirmo la validez
de los modelos matematicos Ecs. 10y 11. Por otro lado, las graficas residuos
vs. valor predicho no mostraron patrones sisteméticos, indicando
homocedasticidad (Fig. 23 y 24). Las gréaficas valor predicho vs. valor real

exhibieron una fuerte correlacion lineal, validando la precision predictiva.

El analisis de normalidad mediante Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov no

rechazo la hipétesis nula de normalidad de los residuos:
Para CE: p-Shapiro = 0,21778, p-KS = 0,67055
Para EE: p-Shapiro = 0,55974, p-KS = 0,81156

Esto cumple con uno de los supuestos fundamentales de la regresion lineal

multiple.

Tabla 27: Andlisis de los residuales para la capacidad emulsificante de la

proteina de torta de nuez de Castafa (Bertholletia excelsa).

Desviacion Error estandar

Media estandar de lamedia

Capacidad emulsificante
(CE, %)

Estabilidad emulsificante
(EE, %)

557E-04 2,41913 0,44167

8,73E-04  2,52149 0,46036

Tabla 28: Tabla Analisis de normalidad

Capacidad Estabilidad

. emulsificante emulsificante
Tipo de prueba

Estadistico Valor-p Estadistico Valor-p
Shapiro-Wilk 0,95413 0,21778 0,97074 0,55974

Kolmogorov Smirnov  0,12974 0,67055 0,11742 0,81156
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Figura 25. Distribucién normal de los residuales para a) capacidad
emulsificante y b) Estabilidad emulsificante de la proteina de torta

de nuez de Castafa (Bertholletia excelsa).
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Interpretacion Funcional y Comparacion con Sistemas Alimentarios

Los valores maximos de CE (~73,9%) y EE (~67,8%) son comparables o
superiores a los reportados para aislados proteicos de leguminosas como
soja (CE ~60-70%) y chicharo, e incluso cercanos a algunos derivados
lacteos. Esto posiciona a la proteina de la nuez de castafia como un agente
emulsionante potencialmente viable en matrices alimenticias como salsas,

bebidas fortificadas o productos carnicos.

La dependencia critica del pH sugiere que su aplicacion serd mas eficaz en
sistemas neutros a ligeramente alcalinos. Ademas, la mejora con el tiempo
de sonicacion indica que la energia ultrasonica no solo libera proteinas, sino
gue también modifica su conformacién, exponiendo dominios hidrofébicos

esenciales para la actividad emulsionante.
4.5.3 Capacidad de absorcion de agua y aceite por la proteina

Las capacidades de absorcion de agua (CAAg) y aceite (CAAc) son
propiedades funcionales criticas que determinan la potencial aplicacién de
los aislados proteicos en matrices alimentarias, influyendo en caracteristicas

como la jugosidad, estabilidad y textura de los productos.
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Figura 26.a) y b) Variaciéon de Z1, Z2 y Z3 con la CAAg (g agua/g APC); c) y d)
Variaciéon de Z1, Z2 y Z4 con la CAAc (g aceite/g APC)

CAAg, (g agua/g APC)

CAAc, (g aceite/g APC)

CAAc, (g aceite/g APC)

La CAAg presenté una media de 2,355 g agua/g APC, con una desviacion
estandar de 0,122 y un coeficiente de variacion (C.V.) del 5,18%, indicando
buena reproducibilidad. El rango observado fue de 2,132 a 2,704 g/g, lo que
evidencia sensibilidad al proceso. Por otro lado, la CAAc mostrd una media
superior de 2,623 g aceite/g APC, con una desviacion estandar de 0,117 y
un C.V. del 4,46%, reflejando aun mayor consistencia (Fig. 26). Ambos
valores son competitivos frente a aislados de soja (CAAg = 1,5-2,0 g/g;
CAAc = 2,0-2.5 g/g), sugiriendo un perfil funcional favorable para

aplicaciones alimentarias.



83

La normalidad de los residuos fue confirmada mediante pruebas Shapiro-
Wilk (p =0,51329 para CAAg, p = 0,9448 para CAAc) y Kolmogorov-Smirnov

(p = 1.0 para ambas), validando los supuestos paramétricos.

El analisis de varianza (ANOVA) para la CAAg (Tabla 29) revela un modelo
estadisticamente significativo (Valor p < 0,0001), lo que indica que las
variables independientes y sus interacciones tienen un efecto real y
mensurable sobre esta propiedad. El factor individual mas significativo es el
pH (Z,), con un valor-p < 0,0001. Su coeficiente negativo en el modelo
codificado (-0,2682) indica que, dentro del rango estudiado, un aumento en
el pH de extraccién conduce a una disminucion en la CAAg de la proteina
aislada. Esto podria deberse a modificaciones en la estructura terciaria de
las proteinas que afectan la disponibilidad de grupos hidrofilicos. Los
factores individuales Relacion Masa:Volumen (Z;), Tiempo de sonicacion
(Z3) y Temperatura (Z,) no mostraron efectos significativos individualmente
(p > 0,05). Sin embargo, su importancia se manifiesta a través de

interacciones con otros factores.

La interaccion (pH x Relacion Mm:Vs) es altamente significativa (p=0,0006),
demostrando que el efecto del pH sobre la CAAg esta modulado por la
proporcién de harina y solvente utilizada. Otras interacciones significativas
como (Relacion x Temperatura, p=0,0118), (Tiempo x Temperatura,
p=0,0454), y resaltan la compleja naturaleza multifactorial del proceso de
extraccion y su impacto en la funcionalidad proteica. Esto sugiere que el pH
del medio alcalino juega un rol dominante en la hidratacion y solubilizacién

de grupos polares de las proteinas.
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Tabla 29: ANOVA para la capacidad de absorcién de agua por la proteina

obtenida de la torta de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa).

Suma Grados Media Valor

Fuente cuadrados libertad cuadrados F Valor p
Modelo 0,3568 13 0,0274 854  <0,0001
Z,:pH 0,1432 1 0,1432 44,58 < 0,0001
jr;::szlac'on 0,0042 1 0,0042 1,32 0,268
Z5 :Tiempo 0,0042 1 0,0042 1,32 0,268
sonicacion
Z, Temperatra 1 g 1 0,0118 367  0,0734
extraccion
AB 0,059 1 0,059 18,38 0,0006
AD 0,0114 1 0,0114 356  0,0773
BC 0,0094 1 0,0094 293  0,1063
BD 0,0259 1 0,0259 8,07  0,0118
cD 0,0151 1 0,0151 471  0,0454
D> 0,0112 1 0,0112 349  0,0803
BCD 0,008 1 0,0008 305  0,0999
A%B 0,0178 1 0,0178 554  0,0317
A2C 0,0245 1 0,0245 762 0,0139
Residual 0,0514 16 0,0032
Lack of Fit 0,0351 11 0,0032 0,9783 0,5497
Pure Error 0,0163 5 0,0033
Cor Total 0,4082 29

El comportamiento cuadratico del pH refleja que la CAAg aumenta
progresivamente hasta un valor 6ptimo (~pH 10-11), donde la ionizacion de
los grupos —COOH y —NH, genera repulsion electrostatica entre cadenas,
aumentando la exposicion de sitios hidrofilicos. A valores mas altos, la
excesiva desnaturalizacién reduce la capacidad de retencién de agua por

colapso de estructuras secundarias.

El modelo presenta un R2 de 0,8741, lo que significa que explica el 87,41%
de la variabilidad total observada en la CAAg. El R? Ajustado (0,7718) es
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razonable, considerando el nUmero de términos en el modelo. EI R2 Predicho
(0,6328) sugiere una capacidad aceptable para predecir nuevas
observaciones. El valor de "Adeq Precision" de 13,916 (> 4) confirma una

sefial adecuada y que el modelo es apto para navegar el espacio de disefio.

Tabla 30: Datos estadisticos de capacidad de absorcion de agua

Estadistico Valor
Std. Dev. 0,0567
Mean 2,36
CV.% 2,4
R2 0,8741
Adjusted R2 0,7718
Predicted R2 0,6328
Adeq Precision 13,916

La prueba de "Lack of Fit" no es significativa (p=0,5497 > 0,05), lo que indica
gue el modelo se ajusta bien a los datos experimentales y no existe un patron

no explicado.

Los residuales siguen una distribucion normal, confirmada por las pruebas
de Shapiro-Wilk (p=0,51329) y Kolmogorov-Smirnov (p=1.0). Esto valida los

supuestos del ANOVA vy la confiabilidad de los valores-p reportados.
Modelo Matemético:

La ecuacion en escala natural permite cuantificar y predecir la CAAg en

funcién de las condiciones de operacion:

CAAg (%) =3,24426-0,2682 Z, —0,08963 Z, +0,06256 Z,+0,0316 Z, +0,0149 2,Z,
+0,002675 Z,Z, —0,00299 7,2, -0,00167 Z,Z, —0,0021 Z,Z,
-1,96x10™* 72 +9,9x10° 2,2,Z, -1,39x10™* Z/Z, +1,1210™* Z}Z,

Este modelo permite predecir el comportamiento de absorcién de agua con
precision estadistica aceptable, mostrando que la condiciébn éptima
experimental se encuentra en torno a pH 11, relacion 1:20 (m:v), 30-50 °C
y 20-30 min de sonicacién, con una capacidad maxima de =2.70 g H,O/g

proteina aislada (APC).
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Figura 27.a) Normal vs residual y b) Predicho vs actual para la capacidad de

absorcion de agua por la proteina de torta de nuez de Castafa (Bertholletia

excelsa) desgrasada.
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Tabla 31: Andlisis de los residuales
Desviacion Error
Media , estandar de
estandar .
la media
Capacidad absorcion de agua (CAAg, %) -3,33E-06 0,0421 0,00769

Figura 28. Distribucién normal de los residuales de la CAAg.
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Tabla 32: Andlisis de normalidad del residual de la capacidad de absorcién

de agua
Pruebas Estadistico Valor-p Decisién (5%)
Shapiro-Wilk 0,96904 0,51329 No se rechaza la normalidad
Kolmogorov Smirnov  0,09171 1,0 No se rechaza la normalidad
Chen-Shapiro -0,082 0,04132

Figura 29. Comportamiento de la capacidad de absorcién de agua

(g agual/g proteina aislada de castafia) como funciones de Z1, Z2,
Z3y ZA.
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Los gréficos de superficie de respuesta (Figura 23) ilustran estas complejas
interacciones. La gréfica (Z1: pH vs. Z2: Relacién) muestra que la CAAg no
sigue una tendencia lineal simple con el pH; parece disminuir a medida que
el pH aumenta desde 8, para luego incrementarse marcadamente a valores
de pH mas altos (cercanos a 11). La interaccion significativa Z2Z4 (Relacion-

Temperatura) se visualiza en la grafica inferior izquierda. La CAAg se
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maximiza cuando ambos factores estan en sus niveles altos (Temperatura >
50°C y Relacién > 21 g:mL).

Desde el punto de vista funcional, estos resultados indican que las proteinas
extraidas presentan alta afinidad por moléculas polares de agua,
relacionada con la abundancia de aminoéacidos hidrofilicos (serina, treonina,
acido aspartico y glutdmico). Esta propiedad es critica en formulaciones
alimentarias donde se busca mejorar la textura, jugosidad y retencién de

humedad (p. ej., analogos carnicos o productos horneados).
2. Capacidad absorcion de aceite por la proteina de castafa

Tabla 33: ANOVA para la capacidad de absorcion de aceite por la proteina

obtenida de la torta de nuez de castafia (Bertholletia excelsa).

Suma Grados Media
Fuente cuadrados libertad cuadrados Valor F Valorp

Modelo 0,3466 10 0,0347 15,31 < 0,0001
z,:pH 0,2235 1 0,2235 98,74 < 0,0001
Z.:Relacién

2 0,0261 1 0,0261 11,55 0,003
Mm:Vs
Z. .Tiempo

5 0,0181 1 0,0181 8,02 0,0107
sonicacion
Z, -Temperatura

4 B 0,0451 1 0,0451 19,91 0,0003
extraccion
Z,Z, 0,0037 1 0,0037 1,64 0,2152
Z,Z, 0,0017 1 0,0017 0,7426  0,3996
Z,Z, 0,002 1 0,002 0,8946 0,3561
Zz2 0,0247 1 0,0247 10,92 0,0037
232 0,0007 1 0,0007 0,3048 0,5873
Zf 0,0035 1 0,0035 1,56 0,2275
Residual 0,043 19 0,0023
Falta de ajuste 0,0334 14 0,0024 1,24 0,4364
Error puro 0,0096 5 0,0019

Cor Total 0,3896 29
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El ANOVA para la CAAc (Tabla 33) también indica un modelo altamente
significativo (p < 0,0001) con un valor F de 15,31. La "Falta de Ajuste" no fue

significativo (p = 0,4364), respaldando la validez del modelo.

El modelo exhibe un alto poder explicativo, con R? = 0,8896, R? ajustado =
0,8315 y R2 predicho = 0,6573, denotan una adecuada correlacion y robustez
del modelo predictivo, que explica el 83,15% de la variabilidad de la CAAc. El
coeficiente de variacion (C.V. = 1,82%) confirma la precision experimental. La
" Precisién adecuada" de 14,682 refuerza la idoneidad del modelo, superando

ampliamente el umbral de 4, indicando un modelo robusto para optimizacion.

Para un nivel de confiabilidad del 95 % (p < 0,05) cuatro factores individuales
mostraron efectos altamente significativos (p < 0,05) sobre la CAAc. El pH (Z,)
es nuevamente el factor mas influyente (p < 0,0001), pero en este caso su
efecto es positivo (coeficiente +0,136). Un aumento en el pH conduce a un
incremento en la CAAc, posiblemente al exponer més grupos hidrofébicos al
desplegar la estructura proteica. La Relacion masa:volumen (Z;): p = 0,003,
indicando que mayores concentraciones de proteina mejoran la absorcion de
aceite. Tiempo de sonicacion (Z3), p = 0,0107, sugiriendo que tiempos
prolongados (~30-35 min) favorecen la desagregacion y exposicion de
regiones apolares, y la temperatura (Z,), p = 0,0003, mostrando que
temperaturas mas altas (~50 °C) reducen la viscosidad y mejoran la movilidad
molecular. Mientras tanto el término cuadratico Relacion Masa:Volumen Z,2,
p = 0,0037, indicando un comportamiento céncavo, con un posible punto
Optimo en la relacion sélido:liquido. Ninguna de las interacciones lineales (Z1
Z2, 7173, Z1Z4) fue estadisticamente significativa (p > 0,05).

Este modelo predice una maxima capacidad de absorcion de aceite (~2,79 g
aceite/g APC) en condiciones cercanas a pH 11, relaciéon 1:20, 30 min de
sonicacion y 50 °C.
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Tabla 34: Datos estadisticos de absorcion de aceite.

Estadistico Valor
Desv. Estandar 0,0476
Media 2,62
CV.% 1,82
R2 0,8896
R2 Ajustado 0,8315
R2 Predicho 0,6573
Precision adecuada 14,682

La bondad del ajuste se confirmé mediante los tests de normalidad (Shapiro—
Wilk, p = 0,9448; Kolmogorov—Smirnov, p = 1.0) y ausencia de falta de ajuste
(p =0,4364).

Desde el punto de vista funcional, esta elevada CAAc sugiere que la proteina
aislada de la torta de nuez de castafia (Bertholletia excelsa) posee alta
afinidad por moléculas lipofilicas, lo cual puede atribuirse a la presencia de
residuos hidrofébicos (leucina, valina, fenilalanina) y a la conformacion
parcialmente desplegada generada por la sonicacion. Esta propiedad resulta
esencial para el desarrollo de emulsiones estables, productos carnicos y

sistemas encapsulantes de compuestos bioactivos.

El alto coeficiente positivo de Z; (0,136), consistente con la exposicion de

hidrofobicidad superficial a pH alcalino.

El coeficiente negativo de Z; (-0,0249), que puede explicarse por la
desnaturalizacion extrema o fragmentacion excesiva de proteinas tras
sonicacion prolongada, reduciendo su capacidad de formar matrices

lipofilicas.
CAAC(%) =1,38275+0,136 Z, +0,001443 Z, -0,024929 Z, +0,006612 Z,

~0,00305 Z,Z, +0,00205 Z,Z, ~0,001125 Z,Z,
+0,001189 Z? +1,99x10° 72 +1,12x10°* Z2



Figura 30. a) Normal vs residual y b)
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Predicho vs actual para la

capacidad de absorcion de aceite por la proteina de torta de nuez

de Castafna (Bertholletia excelsa) desgrasada.
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La validacion del modelo se confirma mediante el andlisis de residuales

(Figura 30). Los graficos de probabilidad normal (Fig. 30a) y Predichos vs.

Actuales (Fig. 30b) , junto con las pruebas de no

rmalidad (Shapiro-Wilk, p =

0,9448), confirman que el modelo cumple con los supuestos estadisticos.

Tabla 35: Analisis de los residuales para la CAAc

Desviacion Error
Media i estandarde la
estandar .
media
Capacidad absorciéon de aceite
(CAAC, %) 1,00E-05 | 0,03852 0,00703

Tabla 36: Analisis de normalidad de capacidad de absorcion de aceite

Pruebas Estadistico  Valor-p Decision (5%)
Shapiro-Wilk 0,98546 0.9448 No se rechaza la
normalidad
Kolmogorov Smirnov 0,09874 1,0 No se rechaza la

Chen-Shapiro -0,11718 0,04132

normalidad
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Distribucion de la normalidad del residual de la CAAa.
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Figura 32. Comportamiento de la capacidad de absorcién de aceite (g aceite/g

proteina aislada de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa)) como funciones
de Z1, Z2, Z3 y ZA4.
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Las superficies de respuesta (Figura 32) permiten interpretar el efecto de las
variables significativas: Efecto del pH (Z1) y Temperatura (Z4): Se observa
una clara tendencia positiva. La CAAc aumenta significativamente a medida
gue se incrementan tanto el pH (hacia 12) como la Temperatura (hacia
60°C). El pH es el factor de mayor impacto, como lo demuestra su alto valor

F y bajo valor-p.

Efecto del Tiempo (Z3): El tiempo de sonicacion muestra un efecto lineal
negativo, como lo indica el coeficiente negativo en la ecuacion (-0,024929).
Tiempos de sonicacion mas largos (hacia 35 min) tienden a disminuir

ligeramente la CAAC.

Efecto de la Relacién (Z2): La grafica (Z1 vs Z2) muestra la curvatura
predicha por el término Z22. La CAAc aumenta con la relacion Mm:Vs hasta
un punto optimo (alrededor de 17-21 g:mL) y luego parece estabilizarse o

disminuir ligeramente.
Analisis conjunto y consideraciones fisico-quimicas

Tanto la CAAg como la CAAc mostraron valores elevados en el rango de
2,3-2,8 g/g, evidenciando que la proteina de la nuez de castafia (Bertholletia
excelsa) posee excelentes propiedades funcionales de retencion vy
adsorcion, comparables con proteinas vegetales comerciales como la soya
(2,4-2,7 g/g) y girasol (2.2-2,5 g/qg).

El ultrasonido contribuyé a la modificacion estructural controlada de las
proteinas, mejorando la accesibilidad de grupos reactivos hidrofilicos e

hidrofobicos por cavitacién acustica y ruptura de enlaces no covalentes.

El comportamiento simultaneo de CAAg y CAAc respalda la hipoétesis de que
la extraccion alcalina asistida por ultrasonido optimiza las propiedades
funcionales de la proteina, incrementando su aplicabilidad industrial como
ingrediente funcional, emulsionante o0 agente texturizante. Para ambas

respuestas, el analisis de residuos confirm¢ la validez del modelo:

e Las graficas residuales vs. valor predicho no mostraron

heterocedasticidad.
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e Las gréficas valor predicho vs. valor real exhibieron una fuerte

correlacion lineal.

e La normalidad de los residuos fue confirmada mediante pruebas

Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov (p > 0,5).

e La media de los residuos cercana a cero (—3,33E-06 para CAAg,

1,00E-05 para CAACc) indica ausencia de sesgo sistematico.
4.6 Optimizacion

Los resultados obtenidos permiten establecer rigurosamente las condiciones
operativas Optimas para la EAAU-PI de proteinas a partir de la TDC, con el
objetivo de maximizar simultdneamente el rendimiento y las propiedades
funcionales del aislado proteico (APC). El analisis se basa en un enfoque de
optimizacién numérica mediante la funcion de deseabilidad global (D), utilizando

modelos matematicos previamente validados, de las Ecs. 10 a 15.

Modelos matematicos considerados en cada etapa de las respuestas de

estudio:

n=-38,034+7,519 Z, +12,02 Z,~ 2,219 Z, 0,468 Z, -1,338 Z,Z,
+0,035 2,2, +0,106 Z,Z, +0,0299 Z,Z, +0,096 Z2 —0,458 Z2

1
+0,0139 22 -0,005 Z? —0,00086 Z,Z,Z, +0,003 Z,Z,Z, (10)
—0,000088 Z,Z,Z, +0,04467,2% —0,000153 Z,Z,Z,Z,
£ =792,61158 66,3486 Z, +6,95656 Z, — 26,5494 Z, 19,2966 Z,
—0,4643 7,2, +2,6858 Z,Z,+2,2079 Z,Z, +0,0788 Z,Z,
(11)

+0,2792 7,7, +0,4781 2,7, —1,1856 22 —0,6361 Z
~0,01499 72 -0,03308 Z,Z,Z, —0,0509 Z,Z.Z, +0,0563 Z,Z?

CE(%) =73,605— 22,1233 Z, +0,9106 Z, +2,3542 Z, +1,4922 Z,
—0,4656 2,2, —0,1725 2,7, +0,0521 Z,Z, +1,4535 Z2 +0,3137 Z2 12
—0,0062 ZZ—0,0045 Z? +0,0359 Z,Z,Z, +0,0106 Z,Z,Z,
—~0,008945 Z,7,Z, +0,00259 Z,Z,Z, —0,00237 2222
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EE (%) = 24,02442-5,46019 Z, - 0,769263 Z, —0,603798 Z, +1,69667 Z,
~0,087 Z,Z, +0,09018 Z,Z, —0,105918 Z,Z, —0,006896 Z,Z,

2 2 2 (13)
+0,744104 72 +0,058748 Z2 —0,005863 Z
~0,000423 7,2,7, +0,000479 2,77,
CAAg(%) =3,24426 -0, 2682 Z, —0,08963 Z, +0,06256 Z, +0,0316 Z,
+0,0149 Z,Z, +0,002675 Z,Z, —0,00299 Z,Z, —0,00167 Z,Z, )

~0,0021 2,7, -1,96x10™* 72 +9,9x10°® 7,Z,Z,
~1,39x10* 227, +1,1210* 727,

CAAc(%)=1,38275+0,136 Z, +0,001443 Z, —0,024929 Z,+0,006612 Z,
—0,00305 Z,Z, +0,00205 Z,Z,-0,001125 Z,Z, (15)
+0,001189 Z7 +1,99x10™* ZZ +1,12x10™* Z?

La optimizacion se realiz6 mediante una funcién de deseabilidad global (D, Ec.
17), combinando mdultiples objetivos: maximizar rendimiento global (7), la
eficiencia de extraccion (¢), la capacidad emulsificante (CE), la estabilidad
emulsificante (EE), la capacidad de absorcion de agua (CAAQ) y aceite (CAAcC),
mientras se minimizan los errores estandar asociados a cada prediccién. Este
enfoque es adecuado para problemas multiobjetivo, ya que permite equilibrar
compromisos entre respuestas que pueden tener tendencias contrapuestas.
Todos los factores y respuestas fueron ponderados con una “importancia” de 3,
asumiendo igual relevancia funcional (Tabla 20).

1 1

{H d j(z)“”i} (17)

m
z
JE}

D(z) =(d," xd;" xdy xd;" )

El valor de deseabilidad D = 0,825 indica una solucion altamente satisfactoria,
ya que valores superiores a 0,7 son considerados aceptables en procesos

industriales, y cercanos a 1 representan un ajuste casi perfecto.



Tabla 37: Restricciones consideradas para la optimizacion
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Criterio Limite Importanci
Nombre optimizacié Limite inferior : P

N superior a
Z: pH En el rango 9 11 3
ZZ  Relacion En el rango 10 20 3
Mm:Vs
Z3 - Tiempo En el rango 20 30 3
sonicacion
Z4 - Temperatura ) o rango 30 50 3
extraccion
Rendimiento o
global Maximizar 17,48 29,072 3
StdErr(Rendimient oo 0,4222 0,9900 3
o global)
Eficiencia _ Maximizar 74,0973 98,6747 3
extraccion alcalina
StdErr(Eficiencia
extraccion Minimizar 1,2148 3,3489 3
alcalina)
Capacidad de Maximizar 22 5726 60,746 3
emulsificante
StdErr(CE) Minimizar 1,4754 2,9508 3
Estabilidad de Maximizar 48,125 73,889 3
emulsificante
StdErr(EE) Minimizar 1,1715 2,5866 3
CAAg Maximizar 2,132 2,704 3
StdErr(CAAQ) Minimizar 0,01336 0,04456 3
CAAC Maximizar 2,352 2,792 3
StdErr(CAAC) Minimizar 0,01646 0,03596 3
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Figura 33. Identificacion gréfica de las condiciones 6ptimas de

estudio
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Las condiciones operativas predichas en la Tabla 38, se ubican dentro del
dominio experimental explorado, lo cual garantiza que la prediccién no
implique extrapolacién mas alla del rango de validez de los modelos. El pH
optimo (~10,8) confirma hallazgos previos sobre la solubilidad proteica
maxima en medio alcalino, donde la carga negativa neta promueve la
repulsion electrostatica y desagregacion de complejos proteicos. La relacion
masa:volumen elevada (18,2 g:mL) sugiere que una menor dilucién favorece
la concentracién de proteina disponible para la sonicacion, aunque podria
afectar la transferencia de energia ultrasdnica si aumenta excesivamente la
viscosidad. El tiempo de sonicacion (27,1 min) y la temperatura (41,7 °C)
también estan en el extremo superior del rango, indicando que la energia
mecanica y térmica prolongadas mejoran la liberacién de proteinas, siempre

que no induzcan desnaturalizacion severa.
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Los gréficos de superficie de respuesta para la deseabilidad (Figura 33)
confirman visualmente esta solucion. Las zonas de maxima deseabilidad
(color amarillo) se localizan consistentemente a valores de pH altos (aprox.
10.5-11) y relaciones Z2 altas (aprox. 16-20 g:mL), validando la solucién

numérica encontrada.

Tabla 38: Resultado de la optimizacion

Variable Valor
Z,: pH 10,785
Z, : Relacion Mm:Vs 18,175
Z. : Tiempo sonicacion 27,139
z, : Temperatura extraccion 41,659
1. Rendimiento global 26,994
StdErr () 0,432
& Eficiencia extraccion alcalina 92,779
StdErr (€) 1,387
CE : Capacidad de emulsificante 66,924
StdErr (CE) 1,404
EE : Estabilidad de emulsificante 62,243
StdErr (EE) 1,280
CAAg : Capacidad de absorcion de agua 2,499
StdErr (CAAQ) 0,020
CAAcC: Capacidad de absorcion de aceite 2,705
StdErr (CAAC) 0,019
Deseabilidad 0,825

Bajo estas condiciones Optimas, los modelos matematicos ajustados predicen
los siguientes valores para las variables respuesta, reflejando un alto
rendimiento y excelentes propiedades funcionales. Especialmente destacable
es la alta capacidad emulsificante y lipofilia, que posicionan al aislado como

un ingrediente funcional potencialmente viable en alimentos emulsionados.

La validacion experimental se realizé bajo condiciones cercanas a las 6ptimas

predichas (Z1 pH = 11, 22 Relacion masa muestra: volumen solucién = 18,2,
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Z3 tiempo de sonicacion = 27 min. y Z4 Temperatura de extraccion alcalina =

42 min). Los resultados promedio de tres réplicas se muestran en la Tabla 39.
Un analisis comparativo revela una excelente concordancia, con errores
relativos moderados. El error mas significativo se observa en el rendimiento
global (n), con una subestimacion del 9,93%. Este margen de error es
razonable en procesos de ingenieria de alimentos, dado que puede atribuirse
a variabilidad inherente en el material biologico (torta de nuez de castafia
Bertholletia excelsa), pequefas fluctuaciones operativas o limitaciones del
modelo polinomial. No obstante, el hecho de que el valor validado (29,969%)
sea coherente con el maximo observado en el disefio experimental (29,072%,

tratamiento 25) refuerza la validez del proceso de optimizacion.

Las propiedades funcionales presentan errores relativos entre 8% y 14%, lo
cual es aceptable dada la complejidad de los fendmenos interfaciales
involucrados. La subestimacion de CE y EE sugiere que el modelo no captura
completamente la mejora conformacional inducida por la sonicacion y el pH
optimo.

Tabla 39: Validacién de las condiciones operativas 6ptimas a las condiciones
de Z1 (pH = 11), Z2 (Relacibn masa muestra: volumen solucién = 18,2), Z3
(tiempo de sonicacion = 27 min) y Z4 (Temperatura de extraccion alcalina =
42 min)

- . Capacidad
Rendi- Eflézil:n Capaci-  Estabi- Capzudad de
miento extrac- dad lidad absorecién absorcién
N° global cion emulsi- emulsi- de agua de aceite
n(%, alcalina 1canteé  ficante AAg (g AA (g
0 )
b.s) £ (%) CE (%) EE (%)  agualg APC) acAepltCe)/g
1 29,994 96,00 77,78 67,78 2,252 2,452
2 30,010 93,40 76,47 67,85 2,256 2,360
3 29,960 92,90 77,809 67,303 2,260 2,348
Prom 29,9693 94,10 77,354 67,645 2,256 2,387
StdDv 0,03495 1,6643 0,762 0,298 0,004 0,057

StErr  0,02018 0,9609 0,44 0,172 0,002 0,033
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Los modelos subyacentes han sido previamente validados estadisticamente:
R2 > 0,86, R? ajustado > 0,75, precision adecuada > 9,9. falta de ajuste no
significativo (p > 0,4) para todas las respuestas. Residuos normales (pruebas
Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov no significativas). Esto confirma que los
modelos tienen buena capacidad explicativa y predictiva. El pequefio sesgo
observado en la validacion puede deberse a: Variabilidad no capturada en la
materia prima, Efectos de orden en la replicacion del experimento, y
limitaciones del modelo linealizado para predecir comportamientos no lineales

extremos.

La desviacion entre el valor experimental y valor teérico de optimizacion

multivariable segun la funcion de deseabilidad es,

(g ) = 22T 1009 = {2295 20,994 0 _ g 9705
dlotel o 29,9693
&(&)= Son = enly g (9410927790 01 404 54
» 9410 |
CE,, ~C _
¢(CE)= Sop ~ o195 | 17:809=66.924)y 405 13 989 06
CE,y, 77,809
EE,, —E _
¢(EE)= Eop ~Fvol 94 | 67.645-62.243 =8,3564 %
EE,, 67,645
£(CAAg) = P~ PG 95— 2256 =249 500010, 771 95
CAAG,, | 2,256
¢(CAAC) = CPCop ~ ARGy 05 238727050 13,390
CAAc,, : |
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4.7 Analisis fisicoquimico de la proteina aislada de torta de nuez de

castaia (Bertholletia excelsa H. B. K.).

El aislado proteico (APC) presentd una composicion de 84,75% de proteina
base humeda (b.h.), que equivale a 89,389% base seca (b.s.). Este valor
representa un aumento sustancial respecto al 50,5% presente en la materia
prima, lo que implica una eficiencia de enriquecimiento proteico del 76,8%.
Esta elevada pureza confirma que el proceso de extraccion alcalina seguido
de precipitacion isoeléctrica es altamente selectivo para las proteinas
solubles, permitiendo la eliminacién efectiva de carbohidratos, lipidos

residuales y cenizas.

La eficiencia del proceso puede cuantificarse mediante la relacion de

enriguecimiento (RE):

Proteina,y,., 89,389

RE = -
P rotel r‘IaTorta desgrasada 50’ 50

=177

Un RE > 1,7 indica un proceso de fraccionamiento muy eficiente, comparable

o superior al de aislados comerciales de soja (~80—85% b.s.).

Tabla 40: Andlisis proximal de la proteina aislada de B. excelsa obtenida

Masa
. unitaria  Masa unitaria L
, Composiciodn Composicién
Parametros % b.h Base base seca % (b
(% b.h) humeda (@) 0 (b.s)
(9)
Humedad 5,200 0,520 0,000 0,000
Proteina 84,750 8,475 8,475 89,389
Grasa 1,560 0,156 0,156 1,645
Carbohidratos 3,100 0,310 0,310 3,270
Fibra 1,200 0,120 0,120 1,266
Ceniza 4,200 0,420 0,420 4,430
TOTAL 100,0 10,000 9,481 100,0

La composicién final del APC (base seca), Tabla 40, reflejan un producto de
alta calidad: El bajo contenido de grasa (< 2%) indica una eficaz remocion de

lipidos residuales durante el prensado hidraulico y el desgrasado con hexano.
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El contenido de carbohidratos (3,27%) sugiere una buena separacion de
azucares solubles y polisacaridos, aunque no completa, lo cual es tipico en
aislados vegetales. Las cenizas (4,43%), aunque ligeramente superiores a
algunos aislados comerciales, son coherentes con la presencia de minerales
inherentes a la semilla amazobnica, incluyendo selenio (6,67 mg/kg), un

nutriente valioso.

La correlacién con el modelo de optimizacion, con el analisis proximal no es
una variable de respuesta directa en el modelo matematico, su valor esta
intrinsecamente ligado a las condiciones éptimas predichas. EI modelo para
el rendimiento global (n) y la eficiencia de extraccion () alcanzé un maximo
predicho de 26,994% y 92,779%, respectivamente, bajo condiciones de pH
10,785, relacion Mm:Vs 18,175 g:mL, 27,139 min y 41,659 °C. La validacion
experimental arrojé un rendimiento de 29,969 + 0,02%, lo cual es consistente

con la obtencién de un aislado de alta pureza (89,389% proteina).

Este resultado valida indirectamente los modelos, ya que un alto rendimiento
combinado con una alta pureza indica que el proceso no solo maximiza la
cantidad extraida, sino también las propiedades funcionales del producto. La
funcién de deseabilidad (D = 0,825) incorpord multiples objetivos funcionales,
y el hecho de que el aislado final cumpla con estandares de pureza aceptables
para ingredientes alimentarios refuerza la robustez de la estrategia de

optimizacién.
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CONCLUSIONES

Este estudio establece un protocolo riguroso y optimizado para la obtencion
de un aislado proteico funcional de alta calidad a partir de la torta desgrasada
de nuez de castafa (Bertholletia excelsa H. B. K) (TDC), mediante extraccion
alcalina asistida por ultrasonido (EAAU) seguida de precipitacion isoeléctrica.
La aplicacion del disefio compuesto central (CCD) y la metodologia de
superficie de respuesta (RSM) permiti6 modelar con precision los efectos
individuales, cuadraticos e interactivos de cuatro variables operativas —pH,
relacion masa:volumen, tiempo y temperatura de sonicacion— sobre el

rendimiento de extraccién y las propiedades funcionales clave del APC.

Los modelos matematicos desarrollados mostraron una alta significancia
estadistica (p < 0,0001), bondad de ajuste robusta (R2 > 0,86, R2 ajustado >
0,75) y ausencia de falta de ajuste (lack of fit, p > 0,4), validando su capacidad
predictiva. El pH emergié como el factor dominante en todas las respuestas,
consistentemente influenciado por interacciones significativas con otros
pardmetros. Mediante la funcion de deseabilidad (D = 0.825), se predijeron
condiciones 6ptimas: pH 10,79, relacion 18,18 g: mL, 27,14 min de sonicacién
y 41,66 °C, logrando un equilibrio entre cantidad y las propiedades funcionales

del producto.

La validacion experimental arrojé un rendimiento de 29.97 + 0.02%, con
propiedades funcionales sobresalientes: capacidad emulsificante (CE) de
77,35 = 0.44%, estabilidad emulsificante (EE) de 67,65 + 0,17%, capacidad
de absorcidon de agua (CAAQ) de 2,256 + 0,002 g/g y aceite (CAAc) de 2,387
+ 0,033 g/g, con errores relativos <14%, lo que confirma la validez del modelo.
El analisis proximal revel6 un APC con 89,39% de proteina en base seca, bajo

contenido de grasa (1,64%) y cenizas (4,43%), indicativo de una alta pureza.

En conjunto, estos resultados demuestran que la EAAU-PI es un proceso
eficiente y reproducible para transformar un subproducto agroindustrial
subutilizado en un ingrediente funcional de alto valor agregado. El aislado
proteico de nuez de castafa (Bertholletia excelsa H. B. K.) presenta

propiedades funcionales comparables o superiores a las de aislados
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comerciales, posicionandolo como un candidato prometedor para su
incorporacion en alimentos fortificados, nutracéuticos y formulaciones

sostenibles, contribuyendo asi a la economia circular en la region amazédnica.
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SUGERENCIAS

Se recomienda realizar estudios como:

e Ampliar el estudio a nivel piloto o industrial para comprobar la eficiencia

del proceso con ultrasonido en mayor escala.

e Analizar el valor nutricional completo del APC, especialmente su

contenido y biodisponibilidad de selenio.

e Aprovechar el residuo del proceso para obtener otros productos, como

fibra o antioxidantes naturales.
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Anexo 1. Matriz de operacionalizacion de las variables
TIPO DE
VARIABLE VARIABLE DIMENSIONES INDICADORES INDICES
Proporciéon masa 920 20-
muestra: volumen g: mL 10215-05’330'
Condiciones solucién !
operativas de
extraccion alcalina
asistido por o 9; 10; 11;
; pH solucion Escala de pH PO
vaRnBLEs Uy 1212
INDEPENDIENTES P prtax
isoeléctrica de e
proteina extraida de la Temperatura del oC 45,; 5.0, 55;
torta desgrasada de proceso 60; 65
nuez de Castafia
(Bertholletia excelsa)
. L . 30; 60; 90;
Tiempo de sonicacién min 120: 150
Concgntramon de Porcentaje de proteina %
proteina
. Capam_d’ad de Agua/aceite retenido
Rendimiento y absorcion de agua 'y 9/9

VARIABLES
DEPENDIENTES

propiedades
funcionales de
proteina extraida de la
torta desgrasada de
nuez de Castafa
(Bertholletia excelsa)

aceite

por APC

Capacidad y
estabilidad
emulsificante

Formacion y estabilidad
de emulsion

%

Rendimiento global
en proteina aislada
de B. excelsa

Rendimiento de
extraccion

%




Anexo 2. Matriz de consistencia
VARIABLES E
PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS METODOLOGIA DE INVESTIGACION
INDICADORES
Formulacién de | Objetivo general: La extracci6n alcalina | Variables Tipo de estudio

problema:

¢ Cual es la
condicién
operativa  Optima
de extraccion
alcalina  asistido
por ultrasonido y

precipitacion

isoeléctrica  que
maximice las
propiedades

funcionales y

rendimiento de
proteina extraida
de la torta
desgrasada de
nuez de Castafa
(Bertholletia

excelsa H. B. K)?

Optimizar el proceso de extracciéon alcalina asistida por
ultrasonido y la precipitacién isoeléctrica de proteinas
presentes en la torta desgrasada de la nuez de castafia
(Bertholletia excelsa H. B. K).

Objetivos especificos:

- Establecer la relacién cuantitativa entre las condiciones de
operacion de extraccion alcalina asistido por ultrasonido con

el rendimiento y concentracion de proteina extraida;

- Determinar el punto de precipitacion isoeléctrica de las

proteinas de la harina de torta desgrasada de Castafia (TDC);

- Analizar como los factores de extraccion (pH de la solucién,
tiempo de sonicacion, temperatura de extraccién y proporcion
de masa de harina de castafia desgrasada respecto al
volumen del solvente) afectan el rendimiento, contenido de
proteina, solubilidad y actividad emulsificante de la proteina

extraida de la nuez de Castafa (Bertholletia excelsa).; y

- Determinar las condiciones operativas Optimas para la
extraccion asistida por ultrasonido que maximicen el
rendimiento, solubilidad y actividad emulsificante de la
proteina extraida de la torta desgrasada de nuez de Castafia

(Bertholletia excelsa).

asistida por ultrasonido
en condiciones
Optimas de proporcion
pH,

temperatura y tiempo,

de masa,

seguida de
precipitacion
isoeléctrica, maximiza
el rendimiento y
mejora las
propiedades
funcionales
(solubilidad y actividad
emulsificante) de las
proteinas extraidas de
la torta desgrasada de
nuez de Castafia

(Bertholletia excelsa),

haciéndolas aptas
para aplicaciones
alimentarias.

independientes:

-pH de Extraccién

alcalina (8,9,10,11,12),

-Relacién masa muestra;

volumen solucién
(1;5,10,20,25),
-Temperatura de

extraccion
(20,30,40,50,60°C),

-Tiempo de Sonicacion
(15,20,25,30,35min).

Variables

dependientes:

-Rendimiento de

extraccion (%),

-Contenido de proteina
(%),
-Capacidad de absorcién

de agua y aceite (g/g),

-Actividad de

emulsificante (%).

Estudio experimental predictivo-comparativo.
Material Experimental

Torta desgrasada fue obtenida por prensado mecénico de la nuez de
Castafia (Bertholletia excelsa) calidad Midget.

El anélisis proximal

se llevé a cabo siguiendo los métodos recomendados por la FAO
Food and Nutrition Paper Vol 14/7.

Concentracion y rendimiento de proteinas.

se determiné mediante el protocolo del método Folin-Ciocalteu fenol
(Lowry et al. 1951; Oosta, Mathewson y Catravas 1978).

Capacidad de absorcién de aguay aceite
Propiedades emulsionantes

Las propiedades emulsionantes se evaluaron utilizando el protocolo
descrito por Zhao et al. (2018), con modificaciones.

Extraccion alcalina asistido por ultrasonido y precipitacion

isoeléctrica

La extraccion alcalina asistido con ultrasonido de la harina
desgrasada de torta de Castafa, se realizé de acuerdo con métodos
descritos por Dominguez et al., (2023) y Golly et al., (2020) con

algunas modificaciones.




Anexo 3. Resultados de analisis proximal de la TDC, APC optimizado y descarte
de la extraccion alcalina del laboratorio de control de calidad de la

Universidad Nacional del Altiplano

UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
LABORATORIO DE CONTROL DE CALIDAD

| FIQ Nro | | N? 002389 ]
| ST ———————
” !'..f..”\f’.d d A III .
veiUiiCado Ge Allallsis
ASUNTO : ANALISIS FISICO QUIMICO DE NUEZ DE CASTANA
SOLICITANTE : -Bach. GARCIA GUERRERO, Lucia
-Bach. VARGAS RIVERA, Stiven
PROYECTO DE TESIS : Optimizacién de la extraccidn alcaling asistido por utrasonido

y precipitacion isoeléctrica de proteinas contenidas en la torta
desgraseda de la nuez de castafia (Bertholletia excelsa HB.K)

PROCEDENCIA : UNIVERSIDAD NACIONAL AMAZONICA DE MADRE DE DIOS
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ENSAYOS Mm-1 M-2 M-3
HUMEDAD % 4.49 8.05 9.39
CENIZAS % 10.00 0.34 16.77
PROTEINA % 50.50 80.97 16.94
GRASA % 7.51 0.00 0.00
FIBRA CRUDA % 10.90 1.51 3382
CARBOHIDRATOS % 16.16 9.13 23.08

METODOS DE ENSAYO:

Humedad: NTP 205,002:1979 (Revisada el 2016) (1979)
Ceniza: NTP 205.004:2017.

Proteing: NTP 205,005:2018. CEREALES

Grasa: NTP 205.003:2017/CT 1:2018

Fibra cruda: NTP 205.003:2017/CT 1:2018
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Anexo 4. Molienda y extraccion del aceite por prensado hidraulico.

Anexo 5. Extraccién de aceite por método Shoxlet

Anexo 6.




Anexo 7. Separacion de fases por centrifugado

Anexo 8. Precipitacion isoeléctrica y obtencion del APC.

Anexo 9. Determinacién de concentracion de proteina




Anexo 10. Determinacién del punto isoeléctrico de la torta desgrasada

de Castaiia (Bertholletia excelsa).

Anexo 11. capacidad de absorcion de agua y aceite.




Anexo 12. Propiedades de emulsificante




