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1. RESUMEN 

Las globulinas de ·las proteinas de reserva del grano de 

amaranto A•aranthus hypochondriacus L.~ fueron extraidas mediante 

~1 empleo de cloruro de calcio (CaClz> 10 mM~ a un pH entre 8-8.5 

y modificando la temperaturas a lo largo de método de extracción~ 

empleando temperatura ambiente~ 40 °C y posteriormente a 4°C. El 

porcient.o de prot.ei na 118 en las globul inas de arnarant.o se vio 

fuert.emente influer.ciado por las condiciones de extracción. No 

obst.ante, ·bajo el método de estracción desarrollado en el presente 

t.rabajc• se logt-ó obt.ener la prot.eina 118 como la fracción 

rnayorit.aria represent.ando un 18 /. de las proteina t.ot.al del grano 

y tm 90. 7¿.; del tot.al de globt~linas. La proteina 118 fue est.udiada 

por electoforesis desnaturalizante (8D8-PAGE> sin y cc•n red•_Kción 

de los puentes disulfuro~ exhibiendo un patrón elect.oforético 

similar a las proteinas tipo 118 en otros materiales. La 

electt-oforesis nativa m.:)stró una banda úrdca de la fracción 118 er. 

est.t~dio. Est.a fracciór. most.ró una masa molecular aparent.e de 389 

k Da mediant.e cromat.ografi a de filtrac::ión en gel. Por 

ultracentrifugación se determinó una constante de sedimentación de 

118. La solubilidad de la fracción 118 mostró un minirno a pH 6~ la 

capacidad de absorción de agua fue minima,. de igual manera la 

formación de espuma a pH cercano a 6 se mostró reducida~ en donde 

no se obtuvo estabilidad de la espuma formada. El valor de 

digestibilidad de la fracción 118 de 86.6 /. se mostró muy cercano 

al valor correspondiente de la caseina de 89.2 Y. tomada como 

parámetro de referencia. 

1 



ABSTRACT 

The 11S globulin of seed storage protein of Amaranthus 

hypochondriacus termed amarantin was isolated by calcium 

chloride 10 mM, pH 8.0-8.5, 

fraction was studied by 

and temperature treat.ments. 

chromatographic t.echn i ques 

This 

and 

ult.racent.t-ifl~gat.ion. The 11S glc•bulin was analyzed by sodium 

dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis <SDS-PAGE> 

wit.hol~t. and wit.h prior redtKtion of dis•...1.lphide bonds, and by 

nondenaturing-PAGE. It exhibited an electrophoretic behavior 

similar to that or 118-like proteins in other materials. Its 

apparent relative molecular mass was estimated to be 389 kDa by 

gel filtration chromatography at low ionic strength. 

Ultracentrirugation or the 

sedimentation const.ant of 11S. 

rreeze-dried 

2 

extract gave a 



2. INTRODUCCION 

La biotecnologia ha sido definida como una disciplina 

moderna cuya tecnologia implica el uso int.ensivo de la mat.eria viva 

y sus derivados -células, tejidos., etc.- para la producción de 

bienes y servicios <Prentis, 1984o.). Esta ha tenid9 un gran 

impacto en el sector alimentario y nutrimental. El crecimiento 

poblacional demanda diversidad de productos alimenticios de buena 

calidad, ab•~ndant.es, accesibles y contribuyan 

nutr i o 1 óg i cament.e en 1 a sa 1 ud humat1a <Fukushima., 1985). La 

biotecnologia futura podria desempenar un papel estratégico a 

través de ofrecer diferentes alternativas para satisfacer 

parcialmente un sin número de necesidades alimentarias <Dunnill., 

1983). 

Cabe decir que se ha prestado una atención especial en 

el mejoramiento de la calidad nutrimental de los granos. Se ha 

pret.endido mejorar la calidad de la proteina, aurnent.ar el 

cont.enido proteinico, y en algunos casos como en las lega_uninosas, 

el irninar o reducir la presencia de fact.ores antinutrimentales 

<Olguira, 1985; Paredes-López y col., 1985; Deshpande, 1992>. 

A pesar· de que se conoce el potencial al irnentar io del 

grano de amaranto debido a sus e>:celentes características 

agroalirnentarias, no se sabe la razón cientifica de algunas de 

ellas. 

El grano de amaranto contiene de un 15 a un 18?. de 

proteinas con niveles aceptables de lisina., triptofano y de otros 

aminoácidos esenciales CSinghal y Kulkarni.. 1988; Dt~arte-Correa y 

col., 1989b). 
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Al igual que otras semillas dicotiledóneas, el amaranto 

presenta dentro de sus proteinas de reserva la fracción globulinas 

(proteinas solubles en soluciones salinas> como una de las 

fracciones mayoritarias, estando presentes en un 20/. del total de 

las mismas. Existen estudios relativos a la fracción globulinas de 

amaranto, los cuales nos llevan al conocimiento de que están 

constittüdas por proteir.as oligoméricas que se pueden disociar a 

su vez en monómen::ks o bien en dos fracciones ct~yos comport-amientos 

son similares a los que presentan otros materiales como la soya y 

el chi charo (Penollett-e y Moss~ 1983; Gor inste in y col.~ 1991; 

Barba de la Rosa y col •• 1992; Olguin-Martinez, 1992), y que se 

han englobado como proteinas tipo 7S y proteinas tipo 11S. 

Uno de los problemas principales de las glc•bul inas de 

amarar.t-o es el cc•mpcwtamiento de solubi 1 idad que presentan las 

mismas debido a las diferentes soluciones extractantes Y de 

análisis con las que se han trabajado <Wolf, 1980; Miflin y col., 

1983; Payne, 1983; Higgins, 1985; Konishi y col., 1985; Teutónico 

y Knorr, 1985; Duarte-Correa y col., 1986; Paredes-López y col., 

1988; Bressani y Garcia-Vela, 1990; Gorinstein y col., 1991; Barba 

de la Rc•sa y col., 1992; Olguin-Martinez, 1992; Rodriguez-Nester, 

1992). 

El pt·esente estudio tomó corno modelo la .semilla de 

amaranto resaltando la fracción globulinas de sus proteinas en 

donde en general existe una falta de conocimiento acerca de las 

condiciones de extracción y purificación de sus fracciones y 

subunidades (Marcone y Yada, 1991; Paredes-López y col •• 

Soriano-Santos y col •• 1991; Tena-Flores. 1991>. 

1988; 

Debido a su complejidad, el comportamiento de algunas 

características básicas de las globulinas de amaranto, a través 
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del desarrollo 

subunidades de 

de ·un método 

la fracción 

de extracción 

globulinas y 

de una de 

asi mismo 

las 

la 

caracterización parcial fisicoquimica~ funcional digestibilidad in 

vitro de este componente permitirá entender su función en la 

semilla. La caracterización de la subunidad tipo 11S en las 

globulinas de amaranto podria sugerir el papel funcional y 

nutrimer.tal a través de sus caracteristicas~ en el entorno 

proteinico del amaranto. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. OBJETIVO GENE~AL 

Conocer algunas de las caracteristicas básicas de. tipo 

bioquimico~ fisicoquimico y funcional de las globulinas t.ipo 118 

de amaranto. 

3.2. OBJETIVOS E8PECIFIC08 

1. Desan-ollar un método de e>:t.racción de la fr-acción t.ipo 118 

de las globulinas de amaranto. 

2. Caracterizar algunas de las propiedades bioquirnicas y 

funcionales de la fracción tipo 11S de las globulinas de 

amaranto~ y determinar su digestibilidad in vitro como 

indicador de tipo nutr iment.al con lo que 

biodisponibilidad proteinica. 

6 
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4. REVISJON DE LA LITERA T\)RA 

4.1. INTRODUCCION 

Las proteinas son componentes indispensables de todo 

organismo vivo~ y tienen como función la de participar en procesos 

enzimáticos inhibitorios~ de regulación~ de reconocimiento~ 

transporte, almacén y estructura. Todas est.as actividades 

requieren de proteinas especificas tanto en cantidad como en el 

tipo de la misma. Est.as caract.eristicas se deben a la sect~encia de 

aminoácidos que la constituyen~ ya que las proteinas son polimeros 

ct~ya unidad básica est.ruct.ural son los aminoácidos,. 

si por medio de enlaces peptidicos <Navarro, 1991>. 

unidos entre 

En las proteinas se pueden distinguir cuatro niveles de 

organización estructural, que dependen de la secuencia de 

aminoácidos que la conforman,. derivando sus diversas 

caracteristicas funcionales: estructura primaria que es la 

secuencia lineal básica de los aminoácidos~ secundaria que implica 

la organización de est.rtKturas en tercera dimensión de secuencias 

de aminoácidos <Fig. 1>, terciaria que involucra la organización 

tridimensional en una sola proteina de diferentes secuencias 

lineales de aminoácidos, cuaternaria que relaciona diversos 

enlaces intra y extra moleculares entre subunidades proteinicas, 

oligoméricas o de cadenas móltiples <Lehninger, 1987). Asi pues,. 

es claro el percibir que en materiales vegetales diferentes se 

tendrán generalmente proteinas caracteristicas <Navar~o~ 1991>. 

Debido a su importancia como nutrimento,. las prot.ei nas 

se han convertido actualmente en el principal foco de atención. 

Los alimentos ·ricos en proteinas como la carne,. leche,. huevo, y el 
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Fig. 1. Estructura primaria y secundaria de las proteinas 
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Pernollet 
y Mossé, 1983 



pescado~ son inaccesibles en la mayoria de los paises, sobre todo 

en aquéllos c1ue están en vias de desarrollo,. la producción es muy 

costosa y de dificil adquisición (Lásztity, 1984; Paredes-López y 

co 1 • ,. 1 985; I>eshpande,. 1 992 > • 

En la actualidad se invest'iga sobre .el uso de proteinas 

no convencionales para consumo humano y de esta forma satisfacer 

las necesidades de este nutrimento en poblaciones de escasos 

recursos <Betschart,. 1979; Betschart y col.~ 1981; Bushuk, 1981; 

Paredes-López y col., 1985; Peschard y Viniegra, 1981>. Se estima 

que en los paises de menor desarrollo,. los vegetales seguirán 

siendo la fuente principal de proteinas por lo que existe la 

necesidad de una mayor producción agricola de cultivos capaces de 

st.lministrat- a la población una ingesta balanceada y adecuada de 

nutrimentos <Paredes-López y col.,. 1985; Alfaro y col., 1987). 

En busca de nuevas alternativas de alimentos nutritivos 

y económicos~ se han revalorado cultivos antiguos aparentemente 

o 1 vi dados y qt.le pos i b 1 emente son capaces de cump 1 ir estos 

requisitos en los paises en vias de desarrollo <Irving y col.,. 

1981; Rodriguez-Nester,. 1992). 

En México se carece de estudios sistemáticos sobre los 

numerosos recursos vegetales y animales que habitan en el 

territorio nacional. El conocimiento científico de un cultivo 

prehispánico como el del amaranto,. cuyo contenido proteinico 

<14.5/.) mayor al de los cereales <7.5-12.3/.) (Tabla 1) .. 

indicadores de tipo nutrimental como su valor biológico (62-87/.),. 

digestibilidad (69-90/.),. etc. <Tabla 2),. han atraido la atención 

de algunos grupos de investigación <Sánchez Marroquin, 1980; 

Saunders y Becker,. 1984; Flores y col.,. 1986-1987; Bressani y 

col.,. 1987; Pedersen y col., 1987ab; Nielsen y col.,. 1988; Singhal 
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Tabla 1. Composición quimica del amaranto comparado con otros 

cultivos convencionales 
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Amaranto 

Trigo 

Maíz 

Arroz 

Sorgo 

Mijo 

Cebada 

Centeno 

Soya 

Frijol 

Lenteja 

Garbanzo 

mposición química del amaranto comparado con 

otros cultivos convencionales 

12.5 12.3c 1.8 1.7 
13.8 10.3d 4.5 1.4 
11.7 8.5d 2.1 1.4 
11.0 12.3c 3.7 1.9 
11.8 9.9 2.9 2.5 
9.8 11.6 2.0 2.1 
11.0 12.1 1.7 1.8 
8.1 47.0 21.2 5.0 
12.0 22.0 1.0 ----
12.2 23.8 1.0 ----
9.9 20.2 5.7 ----

69.1 2.6 

67.7 2.3 

75.4 0.9 

69.2 1.9 

35.6 

53.2 

50.0 

a) g/100g, base seca e) Nx5.7 e) Nx5.8 
Saunders y Becker, 1984; Sánchez- Marroquín, 1980; 

b) Nx5.85 d) Nx6.25 Singhal y Kulkarni, 1988; Paredes - López y col, 1990 



Tabla a. Caracteristicas nutrimentales de las proteinas de 

oleaginosas~ trigo y amaranto 
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racterísticas nutrimentales de las proteínas de algunas 

oleaginosas, tiigo y amaianto 

Semilla BV (0/o) ·· O (0/o) _. NPU PER 

Ajonjolí 36-42 

Girasol 60-65 

Trigo 62 

Amaranto 62-87 

BV = Valor biológico 
o = Digestibilidad 

83-86 

73-90 

91 

69-90 

NPU = Utilización neta proteínica 
PER = Relación de eficiencia proteínica 

27-36 0.5-2 

47-53 2 

57 1 

42-77 1 -3 

Nielsen y col., 1983; Flores y col., 1986-1987; 
Pedersen y col., 1987a; Paredes-López y col., 1989 



y Kulkarni~ 1988; Paredes-López y col.~ 

Mucciarelli y col.~ 1990; Anónimo~ 1991). 

1989; Lúquez de 

El maiz y el .rrijol representan las ruentes principales 

de alimentación y por excelencia de proteinas vegetales de los 

mexicanos. Desarortunadamente sus proteinas carecen de algunos 

componentes que son esenciales como los aminoácidos lisina y 

triptorano <Tabla 3) y en consecuencia hay que ingerirlos mediante 

los alimentos <Akpapunam y Markakis~ 1981; Paredes-López y col.~ 

1985; Pedersen y col.~ 1987 a.b; Singhal y Kulkarni,. 1988; 

Goristein y co1.7 1991; Deshpande~ 1992; Reyes-Moreno,. 1992). 

Nt~estros antepasados cons1..-1mian t.anto la planta corno los 

granos del amaranto~ que contiene entre las mejores proteinas 

vegetales en términos nutrimentales que la nat.t.¡raleza le ha dado 

al ser humano <NRC,. 1994; Saunders y Becker~ 1984; Flores y 

Teutónico~ 1986; Viet.rneyer~ 1982; Paredes-López y col.~ 1990) ~ 

Por otra parte el amarant-o es tm grano que debido a s•.Js 

sobresalientes caracteristicas nutrimentales, bajo contenido de 

factores antinutrimentales corno t.aninc•s <0.04-0.22.Y.),. ácido 

oxálico C0-610 mg/100g) y ácido fitico <0.5-2.24%> <Tabla 4),. y a 

su gran versat:i 1 idad como alimento t.ienen tm alto potencial corno 

ingrediente <Betschart y col.~ 1979; Becker y col.~ ·1981; NCR, 

1984; Satmders y Becker ~ 1984; Calderón de la Barca y col.,. 1985; 

Teutónico y Knorr~ 1985; Duarte-Correa y col.~ 1986; Alfaro y 

col.~ 1987; Lyon y Becker,. 1987; Singhal y Kulkarni,. 

de la Rosa,. 19€::9~ Rodriguez-Nester~ 1992>. 

1988; Barba 

En México,. el cultivo de amarat1to se realiza en peque:a 

escala en algunos estados de la República como: Guerrero,. Morelos~ 

Oaxaca,. Puebla y Tlaxcala <Anónimo~ 1991),. y se consume 
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Tabla 3. Comparación del contenido de aminoácidos esenciales 

•21') prot~i na total de di versos cul t.i vos 
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a) Nx 5.85 

paración del contenido de aminoácidos esenciales en 

oroteína total de diversos cultivos 1 

-- -- -- --

Arginina 9.3 4.8 ti.1 8.1 Histidina 3.0 2.3 4.8 2.7 1.6 Cisteína 2.3 2.4 6.7 3.9 
Fenilalanina 4.4 4.3 5.4 4.8 
lsoleucina 3.5 3.5 5.4 4.0 4.0 Leucina 12.4 6.7 8.4 6.2 7.0 Serina 4.7 4.8 5.3 8.0 
Lisina 3.0 2.7 7.4 6.1 5.5 Prolina 9.0 10.4 3.8 4.6 
Metionina 2.0 1.6 1.0 
Glicina 3.6 4.2 3.4 8.4 Tirosina 3.4 2.5 2.6 4.3 
Acido Glutámico 18.9 33.5 17.7 16.6 
Treonina 3.3 2.6 4.3 4.6 4.0 Acido Aspártico 7.0 5.4 9.8 8.1 
Triptofano 0.7 1.3 0.9 1.3 1.0 Alanina 7.9 3.8 2.7 3.9 
Valina 4.9 4.5 5.8 4.4 5.0 

b) Nx 6.25 e) Nx 5.7 FAO, 1986; Pedersen y col., 1987; Singhal y Kulkarni, 1988; 
Paredes-López y col., 1990; Gorinstein y col., 1991 



Tabla 4. Contenidos de taninos~ ácido oxálico y ácido fitico 

de algunas especies de amaranto y otros granos 
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ntenidos de taninos, ácido oxálico y ácido fítico de algunas 

especies de amaranto y otíos granos 

Amaranthus cruentus 0.04-0.13 610 0.50-0.58 
Amaranthus edulis 0.22 --- 2.24 
Amaranthus hypochondriacus 0.05-0.06 --- 0.54- 0.62 
Maíz --- 6 0.11 
Trigo 0.17 8 0.84 

Calderón de la Barca y col., 1985; Teutónico y Knorr, 1985; 
Duarte- Correa y col., 1986 



principalmente en forma de "alegria" <Fig. 2) <amarant-o revent.ado 

o to~tado mezclado con miel o piloncillo) en algunas regiones del 

pais la semilla se usa en la elaboración de alimentos tipicos como 

pinole, tamales y atole <Sánchez-Marroquin~ 1980; Becker y col., 

1981; Paredez-López y col.~ 

Rodriguez-Nester~ 1992>. 

1985; Singhal y Kulkarni~ 1988; 

El <:tmaranto pertenece a la fami 1 ia Amarantaceae la cual 

comprende más de 60 géneros y aproximadamente 800 especies de 

plantas herbáceas, monoicas o dioicas, anuales o perennes de 

amplia distribución, 

regiones tropicales, 

aunque no muy abl..mdant.es en número,. de 

subtropicales y t-empladas de ambos 

hemisferios, cuyas características de cultivo se presentan en la 

Tabla 5. La mayoría de los representantes del género Amaranthus 

son malezas y poseen un rápid•::> desart-ollo ve·;o~etativo debido a q1.~e 

la ruta fotosintética C4, cuyo primer prodlKto fotosintético es un 

compuesto de cuatro carbonos. Este proceso t-écnicamente llamado la 

vi a C• de fijación de carbono, lo emplean sólo un número 1 imi t.ado 

de plantas de r·ápido crecimiento como por ejemplo el sorgo,. maíz, 

y ca: a de azúcar. Las pl'antas C4 aprovechan la luz eficient.ement.e 

y teóricamente exigen sólo la midad de agua que otras plantas,. a 

su vez,. utilizan en forma óptima el dióxido de car-bono <C02> 

atmosférico al concentrarlo en células especializadas alrededor 

del haz vascula.r, disminuyendo asi la pérdida del mismo por 

fotorrespiración,. lo que deviene en una mayor proporción de COz 

convertido en carbohidrat-o que en las plantas Ca ordinarias. La 

ruta C4 es particularmente eficiente en condiciones ext-remas como 

temperaturas elevadas, luz intensa,. baja humedad y tierras secas 

de 600 a 800 mm de lluvia por a 1 o <Becker y col., 1981; Viet.meyer,. 

1982; Bressani y col.,. 1987; Singhal y Kulkarni,. 1988; 
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Fig. 2. Ilustración de las alegrias 
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Tabla 5. Caract.eristicas generales de algunos cult-ivos de 

oleaginosas~ quinua y amaranto 
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rísticas generales de algunos cultivos de 

oleaginosas, quinua y amaranto 

Longitud de la 
planta (m) 0.3-2.0 0.6-3.0 0.7-6.0 0.7-3.0 0.8-2.8 

Tiempo de cosecha 
(días) 120-280 78- 110 110- 130 120- 240 80- 146 

Rendimiento del 
grano ( kg 1 Ha ) 500-3000 500-2200 1120-2500 350- 1900 600-3000 

Tiempo de flo-
ración ( días ) 75-234 21-49 51 -70 n. r. 26-92 

Diámetro de la 
semilla ( mm ) 6-9 0.9-2.1 10-25 1 -2.6 0.9-1.7 

Peso hectol ítrico 
( kg 1 hL) n. r. n.r. n. r 64-67 76.9 

Peso de 1000 
semillas ( g ) 40-70 2-4 37-90 2.5-2.6 0.5- 1.8 

n. r. = No Reportado Becker y col., 1981; NRC, 1984; Saunders y Becker, 1984; 
Teutónico y Knorr, 1985; Duarte- Correa y col., 1986 



Mora-Escobedo y col.~ 1990; Anónimo~ 1991; Rodriguez-Nester, 

1992). 

4.2. PROTEINAS DE RESERVA DE AMARANTO 

Las proteinas vegetales pueden clasificarse dependiendo 

de su rnorfologia, con base en sus funciones biológicas~ de acuerdo 

a Sl~ solubi 1 idad y con base a su composición quimica <Tabla 6). 

Desde el punto de vista funcional., las proteinas de las semillas 

pueden clasificarse en dos categbrias: las proteinas de 

mantenimiento y las de reserva. Las primeras, son esenciales para 

el metabolismo celular y comprenden a las proteinas estructurales 

y roet.aból icas. Las segundas cot· responden a una fracción 

pol ipeptidica aparent-emente inerte y compartamental izada, cc•n 

relativamente pocos grupos de proteinas aunque en concentraciones 

elevadas <Segura-Nieto, 1991; Rodriguez-Nester, 1992>. 

Las proteinas de reserva se pueden definir corno 

cualquier proteina acumulada en cantidades significativas durante 
' 

el desarrollo de la semilla, almacenadas en cuerpos proteinicos 

también denominadas gránulos de proteina o granos de aleurona que 

son inclusiones celulares en que se depositan hasta un 60 a 80~ de 

estas proteinas en la semilla madura <Restrepo-Osorio, 1979; 

Pernollet y Mossé, 1983; Schroeder~ 1984; Gorinstein, 1993). 

Durante la germinación estas proteinas se hidrolizan r~pidamente 

para proveer el nitrogéno reducido y el carbón necesario para el 

crecimiento de la pl~ntula (Segura-Niet-o, 1991 >. 

La calidad nutrirnental de una cosecha est~ dada por el 

tipo y la concentración de la proteina de reserva de los granos. A 

su vez~ la calidad de la proteina de reserva del grano, dependerá 
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Tabla 6. Tipos de clasificación que reciben las proteinas 

vegetales 

'\ 
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de clasificación que reciben las proteínas vegetales 

Proteínas del Albuminas 
Proteínas Metabólicamente endospermo 

- cito plasmáticas Globulinas simples 
Proteínas de la -enzimas 

Proteínas Prolaminas membrana de - De membranas complejas: aleurona ribosomales Glutelinas - Upoproteínas 
- De regulación - Glicoproteínas Proteínas del 

- Nucleoproteínas embrión Proteínas de 
- Haloproteínas reserva: 

- De bajo peso 
molecular 

- De alto peso 
molecular 

( Lásztity, 1984 ) 



del contenido y el balance relativo de los aminoácidos esenciales 

que la constituyen <Bietz,. 1979; Segura-Niet.o,. 1991>. 

No se ha aclarado el origen dé los cuerpos proteinicos. 

La opinión generalizada es que son de origen dual, parcialmente 

formadas de vacuolas subdivididas y parcialment-e por la 

coalescencia de vesículas que contienen las proteínas,. bien 

derivadas del retículo endoplásmatico o via aparato de Golgi 

<Boulter,. 1983; Gorinstein,. 1993). En los cotiledones de las 

leguminosas,. los cuerpos proteinicbs están embebidos en los 

gránulos de almidón y se han descrito como organelos de enlace 

membrana!,. de pocos micrómetros de diámet.ro, cor1\puestos 

principalmente por proteínas de reserva y fitatos <Wolf,. 

Pernollet y Mossé,. 1983). 

1980; 

Las proteínas vegetales pueden clasificarse de acuerdo a 

su solubilidad en: Albúminas,. globulinas,. prolaminas y glutelinas 

<Tabla 7> <Bietz,. 1979). 

En los cereales existe •-ma relación inversa generalizada 

entre el rendimiento de un grano y su contenido de proteina 

<Payne,. 1983>. Los granos de trigo y avena son los más ricos et-. 

proteína <12.3 y 16.2/. respectivament-e>,. mientras que los de maíz 

y arroz (8.9 y 7.5/. respectivamente),. son los más pobres en ella 

<Saunders y Becker,. 1984; Sánchez-Marroquín y col.,. 1986; Signhal 

y Kulkarni,. 1988). Las leguminosas y las oleaginosas contienen 

mucha más proteina que los cereales <Betschart,. 1979; 

Paredes·-López y Ordorica-Falomir,. 1986),. raramente menos del 20/.; 

la soya por otro lado,. contiene más del 30/. de proteína. 

Los cereales se caracterizan por presentar 

principalmente prolaminas y glutelinas corno proteínas de reserva 
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Tabla 7. Proteinas de reserva y sus agentes ext.ractant.es 
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ínas de reserva y sus agentes extractantes 

Clasificación· ... · Solubilidad. 

Soluciones 
Albuminas y salinas 
Globulinas 

Soluciones 
alcohólicas 

Prolaminas al70 °/o 

Glutelinas 1°/o Acido 
acético 

(de trigo) +propano! 

Residuo Agentes 
reductores 

Bietz, 1979; Byers y col., 1983 



<Bietz, 1979; Bushuk7 1981; Payne, 1983; Higgins, 1985) En el 

resto de las angiospermas 7 las semillas contienen pr incipalment.e 

albúminas y globulinas (Rodriguez-Nester, 1992), predominando las 

globul inas en las leguminosas <Higgins, 1985) corno se m•...1estra en 

la Tabla 8 <Brooks y Morr, 1985; Fukushirna, 1991a.b; Saio y 

Watanabe, 1973; Wolf, 1980). También cabe mencionar que las 

prot.einas de reserva en las leguminosas, aparecen frecuentement-e 
1 

con una composición cercana a la composición del huevo qt~e se toma 

como estándar, excepto por los aminoácidos azufrados <Pernollet Y 

Mossé, 1983). 

Los granos de amaranto contienen del 14.5 .al 18/. de 

pt-ot.eina con un nivel aceptable de t-ript.ofano y 

aminoácidos azufrados7 los cuales se encuentran en proporciones 

bajas en cereales y leguminc•sas (Teutónico y Knorr, 1985; 

Paredes-López y col., 198S; Bressani y col., 1989; Barba de la 

Rosa y col., 1992). Con respecto a sus proteinas de reserva, en el 

caso del amaranto existe discrepancia en cuant-o a la proporción 

que presenta de albúminas, globulinas, prolaminas y glutelinas. 

Algunos autores mencionan que las globulinas son los componentes 

mayor i taric•s <Konishi y col., 1985; Gorinstein y col., 1991>, 

otros consideran que la fracción mayoritaria la conforman las 

glutelinas <Paredes-López y col., 1988; Bressani y Garcia-Vela, 

1990) y por último existen reportes indicando que las albúminas 

son la fracción predominante (Duarte-Correa y col., 1986; 

Segura-Nieto y col., 1992). 
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Tabla 8. Contenido relativo de las proteinas de reserva en 

diferentes semillas 
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ntenido relativo de las proteínas de reserva 

en diferentes semillas 

0;~ de la protefna total 
··Albúminas Globulinas Prolaminas Gtutelinas 

Cereales 
Trigo 3-5 10 69 16 
Maíz 4 2 55 39 
Arroz 5 10 5 80 
Cebada 13 12 52 2 
Sorgo 8 8 52 32 
Avena 1 78 16 5 

Leguminosas 
Soya 10 90 
Frijol mungo 4 67 --- 29 
Chícharo 21 66 --- 12 
Cacahuate 15 70 --- 10 
Amaranto 36.4 20.5 1.2- 3.1 21.3-29.4 

Bushuk, 1981; Paredes - López y col. 1990 



4.3. GLOBULINAS DE AMARANTO 

En el amaranto,. las globulinas están presentes en un 20/. 

o más en el gr-ano, y han sido el foco de est.udio para su 

caracterización fisicoquimica <Konish~ y col., 1985; Paredes-López 

y col., 1988; Olguin-Martinez,. 1992; Paredes-López y col., 1993). 

Las globul inas de amat-ant.o apat-ecen como proteinas compuest.as de 

sr_~bun ida des,. las cuales se separan bajo una de 

condiciones <Wolf, 1980>. 

En los primeros trabajos al respecto, Konishi y col. 

<1985) sugirieron que las globulinas de amaranto podrian estar 

compuestas por proteinas oligoméricas <Marcone y Vada,. 1991),. que 

se disocian a su vez en monómeros de pH alcalinos; para esta 

ft-accíón se reportó una proteina tipo 11S cuyo coeficient-e de 

sedimentación fue de 12.78. Barba de la Rosa y col. ( 1992) y 

Segura-Nieto y col. (1992),. por otro lado, sugirieron que las 

·3lobul inas de amaranto podri an estar compuestas de dos fracciones, 

una tipo 75 y otra tipo 11S. Debido a la complejidad de la 

es t-.ecesario fraccionarla antes de llevar a cabo 

estudios detallados de las mismas. 

PROTEINAS TIPO 78 Y 118 

A finales del siglo pasado y a principios de éste 

(1924>,. propuso la. distinción de dos tipos de globulinas 

en chicharo: la legumina y la vicilina, distinción que se ha 

extendido a numerosas especies de leguminosas. Los primeros rasgos 

de las globulinas de chicharo han servido como 

ámetro de comparación para otros materiales (Tabla 9) 

<Pernollet y Mossé, 1983; Lásztity, 1984). 
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Tabla 9. Caracteres distintivos de las fracciones 75 y 115 

de las globulinas en chicharo 
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res distintivos de las fracciones 7S Y 11 S 

de las globülinas en chícharo 

Car$.cterfsticas ·· Vicilina Legumina 

Coeficiente de 
sedimentación 7S 11S 

Masa molecular 200 +-50 kDa 300+ - 400 kDa 

Solubilidad en 
solución salina más soluble menos soluble 

Temperatura de menor mayor 

coagulación menos estable más estable 

Cantidad de 
nitrógeno y azufre menor mayor 

Pernollet y Mossé, 1983 



E~isten dos grupos de proteinas en 

globulinas que se distinguen por su tarna:o y 

la fracción 

contenido de 

azúcares. El primer grupo~ lo forman proteinas de menor tama:o~ 

generalmente formado por trimeros de subunidades glicosiladas con 

coeficientes de sedimentación entre 7S Y 9S~ y masas moleculares 

de 150 a 200 kDa~ por lo que se conocen corno proteinas tipo 7S. El 

segundo grupo lo fórman proteinas hexaméricas de constantes· de 

sedimentación entre 10.59 y 13.05~ sus masas moleculares de 300 a 

400 kDa, y generalmente no contienen carbohidratos. Este grupo se 

denomina como tipo 11S. La mayoria de las leguminosas contienen 

los dos tipos de globulinas (75 y 115>, aunque existen algunas 

especies que tienen exclusivamente una de las dos fracciones 

<Pernollet y Mossé~ 1983). 

No existe en la actualidad un sistema de tK•menclatura 

aceptado para nombrar a las fracciones de las globulinas tipo 75 y 

tipo 115, por lo tanto no se ha alcanzado una decisión final 

acerca de la terminologia de las mismas. El sistema basado en 1.ma 

aproximación del coeficiente de sedimentación, se ha empleado en 

forma extensa y frecuente, o bien como proteina tipo vicilina y 

proteina tipo legumina respectivament-e <Wolf, 1980>. 

Algunos autores han utilizado para distinguir las 

subunidades de la fracción globulinas, los términos a-globulinas y 

~-globulinas~ pero aún asi~ esta nomenclatura es especifica para 

cada material. Por ejemplo Rajendran y Prakash (1988>~ denominan 

a-globulinas aL la fracción mayoritaria en el ajonjoli que es una 

fracción tipo 11S y ~-globulinas a la fracción de bajo peso 

molecular con coeficiente de sedimentación 2S, contrario a las 

fracciones reportadas en otros materiales, donde a y ~ globulinas 

se especifican con diferentes caracteristicas. Por ejemplo en 
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soya la clasificación de las globulinas 75 se realiza a través de 

asignar tres n:ambres di'ferentes ¡3-con-:¡Jlicinina, ¡3o-conglicinina y 

y-conglicinina <Brooks y Morr, 1985). 

4.4.1. Proteinas Tipo 75 

La estructura de la vicilina ha sido investigada en un 

pequelo número de especies. Con respecto a su estructura 

cuat.ernaria, 'frecuentemente se presenta como horno o heterotrimero 

<Fig. 3), algunas veces siendo posible su asociación en hexámeros. 

En la semilla de soya, la estruct-ura de (5-congl icinina 

la mayor de las tres congl icir.as conocidas, ha sido mostrada corno 

una glicoprot.eina <Fukushima,. 1991b). Est.a consist-e de t.rirner-os de 

masa molecular que va desde 140 a 175 kDa, formada por tres tipds 

principales de sub~.omidades denominadas 01,. 01',. y (5* <Pernollet ry 

Mossé, 1983). Cada subunidad tiene uno o dos grupos glicosilados 

N-enlazados y a su vez están unidas entre si por medio de enlaces 

no cc•valentes <Fukushima, 1991b). 

Pernollet y Mossé (1983), sugieren que el comportamiento 

de la ¡5-conglicinina (75)en soya es similar al frijol con un 

coeficiente de sedimentación aproximado a 85 asociado en dimeros y 

y trimeros,al igual que otras tres variedades de frijol corno el 

cowpea,. mientras que mencionan una última variedad de frijol el 

cual se compone de al menos tres subunidades di'ferentes con una 

asociación posible en heterotrimeros o tetrámeros debido a su 

asociación con carbohidratos y constituyéndose a su vez una 

glicoproteina <Pernollet y Mossé, 1983>. 
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Fig. 3. Modelo. estructural de la fracción 75 
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4.4.2. Proteinas Tipo 118 

En contraste con las globul ~nas t.ipo 787 las globul inas 

tipo 118 carec·~n de carbohidrat.os (Pernollet y Mossé7 1983>. Las 

globulinas tiP·~ 118 también son complejos q¡_~e consist.en en seis 

subunidades no idénticas. Cada subunidad está compuesta de dos 

componentes polipeptidicos, uno con un punto isoeléctrico básico 

<18-28 kDa> y otro con un punto isoeléctrico ácido (29-35 kDa> 

<Robert y col., 1983; Gueguen y col. 7 1988>. Ambos pétidos están 

unidos por medio de un enlace disul 'furo simple represent.ado como 

ácido-S-S-básico (Fukushima 7 1991). Se ha visto qt_.¡e la totalidad 

de est.os péptidos los cuales suman 12 subunidades se han agrupado 

en dos hexágonos idént.icc•s si t.uados uno sobre ot.ro, de tal 'forma 

que cada subut~tidad ácida est.á asociada con tres subunidades 

básicas y viceversa <Fig. 4>. En el caso de las globulinas 119 de 

las leguminosas, de avena, ajonjqli y semilla de colza por nombrar 

algunas, se tiene un coef'icient.e de sedimentación de 11-12.3 Y un 

peso molecular de 300-440 kDa <Pernollet y Mossé7 

co 1 • , 1 984) • 

1983; Peng y 

Por otra parte, las globulinas de arroz se presentan 

como excepción a la estructura de hexágonos opuestos en donde la 

unidad estructural de la molécula es un dimero <Fukushima7 1991>. 

Estudios anteriores han mostrado que al estimar la masa 

molecular de la proteina 11S de soya, a través de coef'iciente de 

sedimentación, dif'usión y dispersión de la luz, es de 309 a 373 

kDa. La variación de masas moleculares reportadas es natural 

debida a los distintos métodos de estimación, predominando los 

pesos moleculares superiores o fguales a 350 kDa <Peng y col., 

1984). 
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Fig. 4. Modelo estructural de la fracción 115 
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Las proteinas de soya han sido estudiadas ampliamente~ 

la fracción 115 llamada glicinina consiste primeramente de una 

proteina simple y alcanza hasta el 35/. del total de la proteina. 

La glicinina es idéntica a las globulinas 118 en su 

caracterización fisicoquimica <Peng y col., 1984). 

4.4.2.1. Composición de aminoácidos. 

Los aminoácidos ·esenciales son aquellos que los 

organismos monogástricos no pueden sintetizar y que necesitan 

incluirse· en su dieta diaria: leucina, isoleucina, lisina~ 

treonina~ triptofano, fenilalanina, valina 7 metionina e histidina. 

Las globulinas presentan la mayor concentración de aminoácidos 

azufrados (metionina y cisteina) y aromáticos (fenilalanina y 

tirosina) <Duarte-Correa y col., 1986b; Bressani y Garcia-Vela, 

1990). 

En geneFal, la composición de aminoácidos en la mayoria 

de los granos no está balanceada en aminoácidos esenciales. Por 

ejemplo las leg•...1minosas como frijol común, soya~ lenteja, 

chicharo~ tienen un porcentaje adecuado de proteina <22-47/.) 

<Flores y col.~ 1986-1987), sin embargo, presentan deficiencias en 

metionina, cisteina y triptofano. De manera similar, cereales como 

maiz, trigo, arroz y centeno, con un menor contenido de proteina 

(9-12/.), tiene deficiencias en lisina, treonina y triptofano 

<Higgins, 1984>. Una combinación adecuada de est.os granos, en la 

cantidad necesaria, podria satisfacer en parte los requerimientos 

diarios de proteina de una persona (Segura-Nieto, 1991). 

Lásztity~ <1984>, menciona que las diferencias en la 

composición de aminoácidos de proteinas citoplásmicas y de 
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almacenamiento son relativamente grandes e influyen en el valor 

nutriológico de ambos tipos de prot.einas. Las proteinas de 

almacenamiento contienen una gran proporción de ácido glutámico y 

prolina y sólo una peque:a proporción de lisina, arginina, 

treonina y triptofano. 

Para las fracciones 7S y 11S de soya y chicharo, en 

relación a ·los aminoácidos esenciales, se ha reportado que la 

fracción 11S de las leguminosas es de menor contenido en 

isoleucina, leucina, lisina y fenilalanina en relación a la 

fracción 7S, mientras que metionina es mayor en la fracción 118. 

Con respecto a aminoácidos no esenciales, 7S y 11S en chicharo son 

las de mayor contenido en arginina. La fracción 118 de soya es 

rica en ácido .glutámico y prol ina y menot-es cont.enidos en ácido 

aspártico, ácido glutámico y serina <Barba de la Rosa, 1991). 

Koshiyama (1972> reporta que la proteina 11S de soya es 

baja en metionina pero alta en lisina. La proporción de 

aminoácidos hidrofóbicos <alanina, valina, isoleucina, leucina, Y 

fenilalanina> e hidrofilicos <lisina, histidina. arginina, ácido 

aspártico y ácido glutámico> es de 23.5 a 46. 7/. respectivament-e. 

El punto isoeléctrico de la proteina 11S fue de 4.64, diferente en 

otros materiales en donde se encuentra entre 6.5 y 8.0. 

Dentro de las fracción 11S cabe mencionar también que 

las subunidades ácidas que la constituyen son más ricas en ácido 

glutámico, prolina y cisteina que las subunidades básicas, y estas 

a su vez tienen mayor contenido de aminoácidos hidrofóbicos, 

leucina, alanina, valina, tirosina y fenilalanina. Peng y col. 

(1984) afirman que los aminoácidos ácidos en subunidades básicas 

se encuentran en sus formas amidas: asparagina y glutamina. 
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4.4.2.2. Enlaces disulfuro 

De todas las 1.midades covalentes, el enlace disulfuro 

S-S es el más·débil ya que requiere de una menor energia para sü 

hidrólisis <Tabla 10), por lo tanto es el más sensible a los 

diferentes agentes fisicos y quimicos que lo afectan. 

La reacción de intercambio sulfidrilo-disulfuro ha sido 

encontrada como pat-ticipe en muchas reacciones involucradas en la 

proteina 11S de soya, la cual contiene aproximadament-e 48 

moléculas de cisteina por mol de proteina <Peng y col., 1984>. Los 

enlaces disulfuro de las próteinas provienen de la oxidación de 

dc•s mo 1 écu 1 as de e i stei na y desempe l an un pape 1 muy i mpor t.ante en 

la estabilidad y funcionalidad de las moléculas de los 

polipéptidos. Muchas de las propiedades funcionales de las 

proteinas dependen de gran parte del número y localización de los 

enlaces disulfuro dentro de la macromolécula, y su ruptura causa 

grandes cambios conformacionales y la pérdida de dichas 

prc•piedades. L•os enlaces disul furo están sujetos a reacciones 

intermoleculares e intramoleculares de formación y ruptura, siendo 

las intramoleculares las más facilmente alteradas. 

P~ng y col. < 1984>, reportan que se ha est-udiado el 

rango de puentes difulfuros en la proteina 11S con agentes 

reductores a varias concentraciones de urea y se encontró que los 

enlaces disulfuro alcanzaron un máximo de 20 en urea 8M. 

La proteina de soya contiene 1.7 grupos sulfidrilos por mol en 

urea 6M a pH 7.6, y a pH 11.9, esta contiene 9.2 gn~pos SH por 

mol, el cual es el máximo alcanzado por trat-amiento a leal ino. Esto 

se debe a que los grupos S-S se encuentran generalment-e de manera 

interna en la proteina donde el tratamiento alcalino permite la 

ruptura S-S susceptibles en grupos SH. 
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Tabla 10. Tipo de enlace proteinico y energia para su hidrólisis 
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de enlace proteínico y energía para su hidrólisis 

Enlace Energía de hidrólisis 

Covalente 
S-S 
C-S 
C-C 
C-N 

Electrostático 
( iónico) 

Puente de hidrógeno 
Interacción hidrofóbica 

. · . ( k Cal J mol ) 

30- 150 
84 
120 
151 
189 

10-20 
1 -5 
1 -3 

Baldwin y Eisenberg, 1987 



4.4.2.3. Estructura molecular 

La importancia de la secuenciación de aminoácidos en las 

proteinas de reserva radica en que permite el desarrollo de nuevos 

alimentos <Fukushima~ 1991b) ya que est.a secuenciación proporcic•na 

una valiosa in·formación acerca de las propiedades fisicoquimicas y 

funcionales de las proteinas. 

En diversos est-udios de la est.ruct.ura secr.mdaria de una 

molécula de proteina 11S~ se cuantificó la estructura ordenada de 

las globulinas 11S mediante el método de dispersión óptica 

rotacional~ concl•-wéndose que la proteina 11S t.iene 5.2;~ de 

a-hélice~ 34.8% de estructura ~ 60% de estruc~ura al azar~ 

porcentajes que varian deper.diendo del rnétc•do de análisis. Lo que 

es claro es que las globt..~l inas 11S de soya tienen r_~n bajo 

contenido de est-ructura ordenada y elevado de est.ruct.ura al azar 

<5.2-35 y 55-63%~ respectivamente> <Peng y col.~ 1984>. 

La estructura ordenada de las globulinas 11S puede ser 

alterada por V<:lrios factor-es. Los tratamientos alcalinos decrecen 

la estructura ordenada7 especialmente la ~-estructura, adicionando 

etanol a la proteina 11S desnaturalizada alcalinarnent.e7 increment-a 

la estructura ordenada, (particularmente la a-hélice> Y decrece el 

contenido de estructura al, .~za,r ... Eor ot-r-a parte la aceti lación al 
,... .,..._,-

0 
OAo -

0 

90% de las globul inas 11S decrece la estn~ctt~ra ~ e increrner-.ta el 

contenido de estructura al azar <a 24 y 68/. respect.i vament.e>. 

Tambiér-. se ha mostrado que la estruct-ura ordenada7 especialmente 

la a-h$lice 7 está relacionada a la formación de una estructura 

tridimensional en los geles obtenidos por tratamientos 

alcohol-alcalinos. La prot.ei na 11S nativa tiene una confor-mación 

muy compacta c•:Jn grupos neutros y básicos en su interior <Peng y 

col. 7 1984). 
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Los factores qt4e afect-an la conformación de las 

globulinas 11S incluyen pH~ t4rea~ HCl guanidina, concentración 

salina~ temperatura y alcohol. La tttu"lación con ácido de las 

globulinas 11S en presencia o ausencia de urea 6M o HCl guanidina 

6M a varios valores de pH, mostraron que la desnaturalización 

ácida de la proteina 11S con su subsecuente disociación en 

subwüdades comienza a pH 3. 75 y llega a un máximo a pH 2. O. Entre 

pH 3.75 y 6.5, la proteina 118 aparece 

disociada. A pH 10 comienzan los 

en forma· esférica y no 

cambios conformacionales 

acompa: ados de una desnatt4F a 1 i zac i ón a 1 ca 1 i na, sin embargo ést.os 

proceden rápidamente a valores de pH mayores a pH 11. La 

desnaturalización it"'ldt~cida por ·-~Fea 6M difiere en prot.eina nativa 

y es más efectiva en la proteina 118 desdoblada que ei producto de 

una desnaturalización alcalina. Por otra parte~ la capacidad 

desnaturalizante de varios alcoholes, depende completamente de la 

hidrofobicidad del alcohol utilizado. Cuando la proteina 118 se 

disuelve en solución tampon de baja fuerza iónica y se 

sujet.a a tm tt-at.amiento ácido~ se observan r eacc i or.es de 

disociación y desnaturalización simultánea de las cadenas 

polipeptidicas, no asi cuando la solución tampon es de elevada 

ft~erza iónica (¡..L=0.5) ~ el tratamiento ácido ocasiona una rner.or 

desnaturalización <Koshiyama~ 1'372; Peng y col.~ 1'384> De aqui que 

a menor fuerza iónica, mayor será la influencia de un· tratamiento 

ácido sobre la desnaturalización de la proteina. 

4.4.2.4. Protelnas 78 y 118 provenientes de dos genes ancestrales. 

Las prot.einas tipo vicilina C7S) y tipo legumina e 11s> 

son las proteinas de reserva esenciales en plantas dicotiledóneas 

(Jensen, 1'384; Alexenko y col., 1'388; Lut.he, 1 '391) o al menos 
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alguna de ellas domina <Tabla 11>; es~ecificamente, las globuiinas 

79 y 119 que han sido caracterizadas en vegetales se han 

distinguido por ser las proteina~ prevalentes dentro de las 

semillas tanto en monocotiledóneas como en dicotiledóneas, además 

de ·poseer- car-a•=ter-ist-icas comunes en su organización est-ructural 

<Jensen, 1984; Alexenko y col •• 1988; Luthe, 1991). 

Anteriorment~ se consider-aba que las prote!nas 119 de 

r-eser-va, se encontr-aban en leguminosas o que la estructura 

pr-imaria común de las globulinas 119 se habla iden~ificado en sólo 

nueve especies de plantas pr-ovenientes de cinco familias <Bar roto 

y Dur-e,. 1987>; ahor-a se · sabe que est-as fracciones han podido 

detectarse en las familias: Fagaceae, Amaranthaceae, Brassicaceae, 

Euphorbiaceae, Pediliaceae y 

Ranunculaceaea <Jensen y Ber-thola. 1989; 

1991> donde e>:isten; tanto 

dicotiledoneas <Tabla 11). 

Callada y col •• 

monocotiledoneas 

1991; 

como 

Lo anteFiQF es notable P9F la fr-acción-de pr-oteinas de 

r-eser-va principal en la mayoria de los cer-eales (monocotiledoneas> 

es la fracción pr-olaminas. De cualquier maner-a los cereales como 

avena <Avena sativa L.> y ar-roz <Driza sativa L.> han pr-esentado a 

las pr-oteinas tipo legurnina (tipo 119> CQffiO la fr-acción 

mayoritaria del total de proteina en la semilla <Luthe,. 1991>. 

Cabe hacer- notar,. que la proteina de r-eser-va mayor-itar-ia del 

ar-r-oz, tiene propiedades de solubilidad de glutelinas, sin embargo 

tiene propiedades biofisicas similares a 119 <Luthe, 1991), 

pr-esent-ando compatibi 1 idad del modelo hexamér- ico 

difulfuro pr-opios de las mismas. 

y enlaces 

Se han repor-tado en el análisis de secuencia por- cDNA, 

una gr-an homologia <cerca del 72/.) entr-e lc•s aminoácidos 
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Tabla 11. Materiales que present.an las fracciones de glbulinas .. 
tipo 75 y/u 115 



teriales que presentan las fracciones de 

globulinas tipo 78 y/u 11 S 

Amarantaceas 88, 108 11.58, 11.78, 

·Amaranto 2 12.78, 13.08 

Cucurbitas 
·Calabaza 2 118, 128 

Gramineas 
·Avena 1 8.18, 12.18 

Herbáceas 
·Amapola 108 

Leguminosas 
·Alfalfa 2 78 118 

·Chícharo 2 78 12.18, 12.58 

·Soya 2 78 118 

Oleaginosas 
·Algodón 2 58, 78 98,118 

7.68, 9.68 128,138 

• Canola 2 118, 128 

·Cártamo 2 78 128 

Konishi, 1985; 1989; 
Marcene y Y ata, 1991; 
Barba de la Rosa y col., 1992; 
Segura- Nieto y col., 1992 

Hara - Nishimura, 1987; 
Hara- Nishimura y col., 1985; 
Mimouni y col., 1985 

Peterson, 1978; Robert y col., 1983 

Srinivas y Narasinga - Rao, 1986 

Stuart y Nielsen, 1988 
Deshpande y col., 1989; Gueguen, 
1989; G ueguen y col., 1988 
Utsumi y Kinsella, 1985; Fukushima, 
1991 ; Sessa, 1992 

Mohan - Reddy y col., 1989; Marshall, 
1990; Zarins y col. 1984 

Mimouni y col., 1990 
Latha y Prakash, 1984 



consti tuyent.es de las globul inas de avena y gh~t.el inas de arroz lo 

cual sugiere la razón de la similit~d en propiedades biGfiscas de 

estos materiales <Lut.he~ 1991; Gor ir.stein~ 1993). Por atra part.e 

el análisis de secuencia por cDNA muestra una gr-an homologia entre 

los aminoácidos de glicin'ina de soya y legumina de chicharo. Luthe 

(1991> observó que pese a que las proteinas 118 de avena7 las 

orizeninas~ las glicininas y leguminas tienen comportamientos 

fisicoquimicos muy similares7 ~n lo ~ue respecta a la secuencia 

de aminoácidos~ la homologia ent.re los cereales (avena y arroz> se 

encuentra en un solo 35/. homóloga a la secuenc~a de las 

leguminosas estudiadas (soya y ch1charo>7 por lo cual se ha 

sl~gerido que las proteinas de estos cuatro rnat.eriales anal izados 

pueden ser producto del mismo gene ancestral. 

Por otra parte Borroto y Dure ( 1987> st~gieren que t.c•das 

las fracciones de las globulinas se derivan de dos genes 

ancestrales: uno para proteínas tipo vicilina (tipo 78) y otro 

para proteinas tipo leguminas <tipo 118>. Por ejemplo Brinegar y 

Goundan < 1992> encontraron que la sect~encia de aminoácidos de las 

subunidades ácidas y básicas de la proteina 118 de la quinua 

(chenopodina> presentaban bastante hornologia con las mismas 

subunidades presentes en otros materiales como proteina 118 y que 

las proteinas tipo 118 homólogas tienen precursores grandes en el 

reticulo endoplásmatico y son igualmente tranportadas y 

almacenadas en cuerpos proteinicos via complejo de Golgi, formando 

unidades ácidas y básicas <Gorinstein7 1993>. 

Alexenco y col.7 (1988) sugieren también que asi como 

las enzimas han presentado estabilidad en la estructura Y la 

función a partir de un gene evolutivo7 asi las globulinas tipo 118 

u 118 también han permanecido estables en lo que concierne a 

estnKtura y función a lo largo de la evolución. 
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Con respect-o a algunas proteinas de amarar.to~ Gor-instein 

(1993> encont.ró también gran homologia entre la glicinina de soya 

<Glob•.Al ina 12S> y otros materiales que presentan a las globul inas 

y a las glutelinas con un comportamiento tipo globulina 11S (de 

igual forma lo indica el trabajo de Vasco-Méndez y Paredes-López~ 

1995) ~ ?in embargc• con respect.o a las globul inas de amaranto aún 

no se encuentra dicha hornologia~ aunque si se ha encontrado 

homologia entre las proteinas membranales de todos aquellos 

materiales ql~e están constituidos de alguna manera por la -fracción 

11S~ con las prot.ei nas membrana les de 

(96-99. 7/:). 

Amaranthus hybridus 

Las prot.einas 7S y 115 se han caract.erizado en forma 

similar a otras fracciortes en ot.ros mater-iales~ sin embargo est.a 

caracterización no ha sido de fc•rma idér.t.ica tant.o en pruebas 

fisicoquirnicas (Jensen~ 1984>~ funcionales~ inmlmológicas3' etc.~ 

demostrando la homologia de las fracciones mas no la identidad 

<Breen y Croych~ 1992; Brinegrar y Goundan~ 1993). 

Las protei nas t.ipo 118 o tipo leguminas sc•n producidas y 

almacenadas en el endospermo~ o en los tejidos para almacén 

(cuerpos protelnicos) de los cotiledones (Jensen y Berthold~ 

1987). Al parecer~ la función sobre los pasos que realiza el 

precursor de h:.s agregados de globul inas t.ipo 118~ el mecanismo de 

tranport.e y de deposición de las proteinas de reserva son 

universales para plantas que florean. Estos mecanismos 

probablemente determinan la conservación de regiones especificas 

de las cadenas polipéptidas de las proteinas de reserva <Alexenko3' 

1988). 

Se han analizado nucleótidos y secuecias de amoniácidos 

de cinco subunidades de la fracción 11S de las globulinas de soya 

(glicinina>~ a los cuales se les han representado como 
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A1bB1b, A2B1a, A3B4-, y A!5A4-B3,. los cuales fuerc•n subdivididos a su 

vez dent.ro de dos familias <A1-Az y Ag-A•> de ac1.~erdo a su nivel 

de homologia <Alexenko y col., 1988>. 

El grupo de Alexenko y col. ( 1988) prc•puso que sólo las 

fracciones con una constante de sedimentación cercana a 11S tenian 

.una reacción inmunológica similar a la obtenida con glicinina de 

soya,. por lo tant.o s•...1girieron una identificación de dichas 

fraccioties, a t.ravés de determinant-es· ant.igénicos. Est.o es, las 

pruebas inmunologicas se vuelven 1.m método alternativo y exitoso 

en los estudios de evolución para la clasificación de las 

prot.einas. Jensen < 1984) sugirió al respecto. que las proteinas 

tipo 7S <t-ipo vicilina) y tipo 11S (.tipo leg•_unina> deberian seguir 

denominándose corno tales y no con nombres particulares hasta 

que pudiese demostrar una hornologia exacta o diferencia a través 

del análisis d~~ secuencia de aminoácidos en las prot.einas. 

Cabe hacer notar que ahora que se ha demostrado la 

pt-esencia de las proteinas tipo legumina o tipo 11S en semillas. 

t.anto mono come• dicot.i ledoneas,. seria interesante el conocer el 

cuándo y el cómo ocurrió el cambio de proteinas tipo 11S de 

globulinas a prolaminas en la familia Pomaceae <Luthe, 1991>; o de 

globulinas tipo 118 a glutelinas <Collada y col., 

1991> .. en caso de t.ener un mismo gene ancestral. 

1991; Luthe,. 

Como ya se ha mencionado, a los granos de amaranto se 

les ha clasificado como pseudo-cereales debido a que producen 

granos o semillas del tipo de los cereales, plantas 

monocotiledóne~i, y porque su sabor es parecido al de ellos., sin 

embargo como también ya se hizo observar., el amaranto es una 

planta dicotiledónea sin ser leguminosa <Saunders y Becker, 1984). 

La presencia dE~ proteinas tipo 7S y/u 11S como se ha reportado por 

diversos autores <Konishi y col.,. 1985; Barba de la Rosa y col.,. 
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1992b; Segura-Nieto y col.~ 1992>~ podria referir al amaranto corno 

miembro de la familia que preserva estos genes ancestrales. 

e}~pl icando en futuro 

(rnonocotiledonea) y sus 

dicotiledónea. 

su comportam i ent.o como cereal 

caracteristicas fundament-a 1 es como 

4.4.3. Procedimientos de Obtención, Aislamiento y Purificación de 

las Fracciones Tipo 119 

Se han considerado corno los métodos más exitosos de 

fraccionamiento y caracterización en las proteinas de semillas, a 

la ext.racción secuencial, filtración en gel, electroforesis y 

análisis de sect~encia de aminoácidos (Andrews, 1988). Los esquemas 

de extracción son generalmente empleados para fraccionar por 

soll~bi 1 idad las pt·oteinas presentes, lo cual t-iene un alto poder 

de resolución y son preparativas. Osborne (1924> primero demostró 

qt~e las proteinas de semillas podian dividirse en clases m•.w 

simples rnediant.e e>:tracción sucesiva o secuencial con diferent-es 

solventes~ de las cuales, posteriores clases distintivas o 

subclases de proteinas podrian fraccionarse a través de una 

selección cuid<~dosa en el manejo de disolventes adicionales. Las 

técnicas crornatográficas generalmente siguen la extracción para la 

purificación y caracterización de las prot.ei nas. Las 

preparaciones c=romatograficas se pueden basar en tama:o, peso y 

carga para facilitar la separación <Bietz, 1979; Lásztity, 1984). 

Las soluciones de cloruro de calcio <CaClz), cloruro de 

sodio <NaCl>, bicarbonato de amonio <NH4HCOs>, los tr a t.am i entos 

con temperaturc~ y las precipitaciones isoeléctricas han sido 

empleadas ampliamente para la extracción de fracciones ricas en 

globulinas de tipo 11S de semillas de alfalfa (medicagina> <Staurt 
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y col., 1988; Koleva y col., 1992; Lai y col., 1992), chicharos Y 

frijol Clegumina> <Deshpande y Damodaran, 1989), nuez del Brasil 

<Weller, 1989). Otras proteinas 118 ektraidas por estos métodos 

incluyen: algodón <Mohan-Reddy y Narasinga-Rao, 1988), ajonjoli 

<Rivero de Padua, 1983; Prakash, 1986; Rajandram y Prakash, 1988), 

avena <Peterson, 1978), cacao <Voigh y col., 1993}, Cártamo <Latha 

y Prakash, 1984>, coco (Rasyid y col., 1992), frijol broad 

(legumina> <Pavlovskaya y col., 1992>, girasol (A 11 en y · co 1 • , 

1985}, lupino amarillo <Esnault y col., 1991>. 

<chenopodina> <Brinegrar y Goundan, 1993>, y soya C8aio y Watanabe, 

1973; Wolf, 19:30; Brooks y Mot·r, 1985; Fukt..~shima, 1991a.b; 8essa, 

1992). 

Es importante por lo tanto hacer referencia a lc•s 

métodos de extJ'"acción comunmente utilizados en el fraccionamiento 

de la fracción globulinas y subunidades de las mismas. 
' 

La ft'"acción insoluble en frio o crioprecipitable de la 

soya, contiene proteinas 28, 78, 118 y 158 de las cuales la 

fracción predominante es 118 <Peng y col., 1984>, empleando est.a 

característica y bajo el auxilio de la precipitación con sulfato 

de amonio se obtiene la proteina 118 con un 91-93/~ de pureza. En 

9eneral una vez empleada la crioprecipitación, la purificación 

cromato9ráfica ha sido común. 

Peng y col. <1984> a su vez reportan el método de 

extracción propuesto por Koshiyama (1972>. Este fraccionamiento de 

la proteina 11S de soya puede prepararse t.omando la ventaja de 

diferencias si~~nificativas en cambios conformacionales inducidos 

en condiciones ácidas cuando la fuerza iónica en la solución 

proteinica se altera con cloruro de sodio <NaCl>. Las globulinas 

de soya 118 precipitan completamente en una solución de HCl CpH 

43 



2.0) conteniendo cerca de 0.5M de NaCl pero las globulinas 79 

precipi t.ar, sólo cuandc• la concentraci,ón de NaCl es de O. 8M a mayor 

(Fig. 5). En la práctica de fracción rica en proteina 119 se 

prepara mediante este método. 

9aior y Watanabe ( 1973) ~ man.ejan las diferencias en el 

comportamiento de precipitación de las proteinas 79 y 119 con sal 

de calcio que c•:-nsti tuye la base para su separación. Ambas 

proteinas son extraidas con una solución di luida de clon.~ro de 

calcio 10mM a temperatura ambiente. El fraccionamiento se logra 

ajust.ando pH para alcanzar el punto isoeléctrico de cada prot-eina 

y de esta forma lograr su precipitación <Fig. 6). 

En el método de extracción de Okubo y col. ( 1975) ~ la 

fracción 1197 s·e extrae a par-tir de harina de soya desgrasada con 

una solución muy di luida de NaCl (0. 065M> conteniendo tm agent-e 

t·eductor como es el (1-mercaptoetanol ( 10mM> y a un pH de 8. O a 

5°C. El extracto se filtra a través de varias capas de gasa Y se 

cent-t·i f•....1ga. El sobrenadante se ajusta posteriormente a pH 6. 3 con 

HCl ~ la solución se agita durant-e 15 m in. a 5 °C y una vez 

tt·anscurrido este tiempo, se centrifuga. La fracción que precipita 

es la fracción 119 de las globulinas <Fig. 7). 

Peng y col. < 1984) t.arnbién reportan el rnét.c•do de 

extracción propuesto por Thanh y 9hibasaki <1976> basado en la 

diferencia de solubilidad de las proteinas 119 Y 79 la solución 

tampon diluido de Tris-HCl (0.03M> pH 8.0. Cuando la solución 

t.ampon se ajust-a a pH 6. 4~ las globul inas 119 se precipitan. Las 

globulinas 79 se separan posteriormente por precipitación 

isoeléctrica ¡ajustando el pH del sobrenadante a 4.8. Este 

procedimiento es factible para preparaciones a gran escala de la 

proteina 119. 
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Fig. 5. Método de extracción para la fracción 7S de soya 

propuesto por Koshiyama <1972> 
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1 

Precipitar 

1 

1 g de harina muestra 
1 

Extraer dos veces con agua ( 1 /1 O p/v ) ( 60 min c/u ) 

1 
Centrifugar 20 min, 15000 rpm, 4°C 

koshiyama, 
1972 

r Sobrenadante ( descartar ) 

Extraer con NaCI 0.5M, Tris-HCI 50mM pH 7 
1 

Centrifugar .-
Precipitado ( descartar ) ________________ T______ Sobrena~ante 

Ajustar pH a 2 
1 

Centrifugar 
1 -

1 1 1 Precipitado ( Fracción 11 S ) Sobrena?ante 

Añadir NaCI hasta 0.8M 
1 

Centrifugar 
1 • 1 

Precipitado ( Fracción 78 ) Sobrenadante ( descartar ) 



Fig. 6. Método de extracción para la fracción 11S de soya 

propuesto por Saio y Watanabe <1973> 
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1 g de harina muestra 
1 

Saio y Watanabe, 1973 

Extraer con CaCI2 (1Om M ) a T ambiente por 2-3 h 
' ( relación harina: solvente 1 : 1 O ) 

1 
Centrifugar 20 min, 15000 rpm, 4°C 

1 
f 

Precipitado Sobrenadante 

Resuspender en agua 
( 40°C, residuo : agua 1 : 1 O ) 

Ajustar pH a 8 - 8.5 
Agitar constantemente 1 - 2 h 
Centrifugar 

Precipitado 
( descartar ) 

Sobrenadante 

Ajustar pH a 7 
Liofilizar 

Fracción rica en proteína 11 S 

Sobrenadante 
( descartar ) 

Ajustar pH a 4.5 
Centrifugar 

Precipitado 

Resuspenderenagua 
Ajustar pH a 7 
Liofilizar 

Fracción rica en proteína 7S 



Fig. 7. Método de extracción para la 'fracción 118 de sc•ya 

propuesto por Okubo (1975) 
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1 
Precipitado 

_ ( descartar ) 

1 g de harina muestra 

1 
Extraer con 1 OmM f3 - ME, 0.065M NaCI 

( harina : solvente, 1 : 100 p/v ) 
1 --

Ajustar pH a 8, a soc 
1 

Filtrar a través de varias capas de gasa 

1 

Centrifugar 20 min, 15000 rpm, 4°C 
1 

1 
Sobrenadante 

1 
Ajustar pH a 6.3, agitar durante 15 min a soc 

1 
Centrifugar 

1 

Okubo, 1975 

1 --- - - -- 1 

Precipitado Sobrenadante 
( Fracción 11 S ) ( descartar ) 
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Latha y Prakash (1984> ind~caron que en el caso de la 

extracción de la fracción t.ipo 118 ( 128> de cártamo <la Ct.fal 

constituye alrededor del 65/. de sus globtdinas> existe un notable 

decrement-o en el pot·centaje extraido de la misma en ausencia de 

cloruro de sodio. La proteina total en la semilla de cártamo al 

ser extraida a pH 7.5 por solución tarnpon de baja fuerza iónica en 

presencia de cloruro de sodi•::) rnc•stró que consiste 

predominantemente de una fracción mayoritaria (65/. de las 

globulinas) con coeficiente de sedimentación de 128, y otros tres 

componentes con valores de sedimentación de 28, 78 y 178 

constituyendo las fraccim-.es aprox irnadamente 26/.. 6/. y 3/. 

respect-ivamente. 

Ri vero de Padua ( 1983). y Rajet-.dran y Prakash ( 1988). 

reportaron que la fracción globulinas de la semilla de ajonjoli 

consiste principalmente de globulinas 138 obteniéndose a pH 

alcalino y concentraciones superiores de 2/.: de NaCl en la solución 

extr act.ant.e. mientras que Prakash ( 1986) sólo maneja la 

concetración de NaCl de 0.5M o más, obteniendo fracciones 

proteinicas unct de 28 y otra 118 constituyendose 30 y 60/. 

respectivamet·•tE~ y de igual manera dos fracciones prot-einicas con 

valores de sedimentación de 78 y 168 y constituyendo el 5/. de cada 

uno. 

Konishi y col. (1985), extrajeron las globulinas de 

amaranto ernplea.ndo solución tampon de fosfatos (con fuerza iónica 

,u=0.5>, conteniendo 0.4M de NaCl y 20mM del agente reductor 

~-mercaptoetanol, y agitaron esta solución 24 h a 4° C, se 

centrifugó y el sobrenadante se dializó contra agua destilada. Las 

globulinas 11S se purificaron 

crornatográficas. 

1-8 

posteriormente por técnicas 



Resultados similares a los reportados por Konishi. y col. 

<1985), los obtuvieron Marcene y Yada <1991>, al analizar también 

la fracción globulinas de amaranto quien empleó una pequela 

modificación en los solventes extractantes~ t-emperaturas y 

técnicas cromat.ográfias de los empleados por Konishi y col. 

( 1985). 

Marshall (1990) desarrolló un método simple y rápido 

para fracciona•~ y purificar las globulinas 7S de la semilla de 

a l·:;Jodón y sus dos subun i dad es, esto fue mediante el uso de 

cantidades peque: as de mat.erial inicial. Las extracciones se 

o llevaron a cabo a 4 C, con una exposición minima a temperatura 

ambiente, empleando poco tiempo para la extracción y manejo, y 

rei t.er-ando la pLu-eza de fracciones y subunidades a través de HPLC 

fase reversa <Cromatografia Liquida de Alta Resolución fase 

reversa> (Fig. 8). 

Recie:nt.ement.e, corno ya se habia mencionado, Barba de la 

Rosa y co 1 • < 1 9'92a.b) emp 1 eó una so 1 uc i ón de harina de amaranto en 

solución tarnpon de Na2HP04, pH 7. O para extraer la proteina cruda. 

Después de la e~xtracción., centrifugó durante 20 rnin a 9000 x g. 

dializó el sobt-enadante durante 5 di as a 4 °C contra agua 

destilada. El precipitado resultante de este tratamiento se 

denominó extracto crudo de globulinas el cual fue liofilizada y 

por medio de ultracentrifugación separada en las subunidades lOS y 

12.7S que de acuerda a este estudio a través de técnicas 

cromatográficas empleadas para su separación, tenian 

características similares a las fracciones 7S y 11S de otros 

materiales. 

Olguin-Martinez y Segura-Nieto <1991>, Segura-Nieto y 

col. (1992>, reportaron también tres subunidades componentes de 



Fig. a. Método de extracción para la fracción 7S de algodón 

propuesto por Marshall <1990) 
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1 g de harina muestra 
1 

Extraer dos veces con agua ( 1 : 15 pN ), 15 min c/u 
1 

Centrifugar 20 min, 15000 rpm, 4°C 

Marshall, 1990 

1 
Precipitado Sobrenadante ~ álbuminas ) 

1 
Extraer con NaCI10%, Tris- HCI50mM, pH 7, 4°C 

1 
Centrifugar 

1 .---.-- -- - -- ----. 
Precipitado Sobrenadante ( descartar ) 

Dializar contra agua désionizada, cuatro veces, 4°C 
1 

Centrifugar 
1 ---------1 

Precipitado Sobrenadante ( descartar ) 
1 

Extraer con NaCI 0.3M, pH 7, 30°C, 30 min 
1 

Centrifugar 
1 

Precipitado (Fracción 11 S ) Sobrenadante 
1 

Crioprecipitar a 4°C 
Centrifugar 20 min, 15000 rpm, 4°C 

~ - 1 

Precipitado ( Fracción 78 ) Sobrenadante ( descartar ) 



las globulinas de amaranto 1.98~ 88 y 138~ las cuales se lograron 

una vez que se extrajeron las albúminas con una solución de baja 

fuerza iónica.. Las globul inas se extrajeron de la past-illa 

remanente con una solución 1. OM de NaCl,.. una vez obt-enidas las 

globulinas,. c:oncentr a das por 

solubi1izados y separados en 

diálisis,. 

gr ad i er.tes 

fueron después 

de sacarosa. La 

determinación efe 1 coef i e i ent-e de sedimenta e i ón se t-ea 1 izó a 1 

comparar su separación contra la de l~s proteinas de coeficiente 

de sedimentación conocido. 

8oria.no-8antos y col. <1991 y 1992>,. post-ulan ·::¡ue la 

solubi 1 idad de las globul inas de amaranto están ft4et-temente 

afectadas por las soluciones extractantes y sus concentraciones. 

En su estudio,. las globulinas de amaranto mostraron casi 

un lOOX de solubilización en NaCl 0.4M <~=0.4) a pH 9.0. 

El fraccionamient-o por Plmto isoeléctrico <Fig. 9) 

considera en primer lugar la extracción de las globulinas totales 

y posterionnent-•1:! alcanzan el punto isoeléctrico de cada una de las 

fracciones. 

Bonnel'" jea y e o 1 • <1986),. han · reportado los 

procedimientos de extracción por medio de pt-ecipi t.ación de las 

proteinas,. pueden lograr l~na purificación proteinica adecuada con 

la ventaja de qt.1e estas· metodologias pueden ser empleadas en la 

extracción de gr-andes cantidades de material y menos afectadas por 

la presencia de materiales no proteinicos como el procedimientos 

cromatográficos y de adsorción. 
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Fig. 9. Método de e~<tracción de las fracciones 78 y 118 por 

precipitación isoeléctrica 
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a-(1~4) y a-(1~6) y finalmente las del grupo de las amilopectina 

1,6-glucosidasas hidrolizan exclusivamente los enlaces a-(1~6> 

<Novo, 1986; Paredes-López y col. 1990). 

La ~-amilasa hidroliza el almidón atacándolo únicamente 

por su extremo no reductor y produce moléculas de maltosa y 

dextrinas básicamente. Por otra parte, 

designa como enzima licuante ya que al 

a la a-amilasa se le 

hidt-ol izar los enlaces 

quimicos del almidón en una forma al azar, reduce rápidamente la 

viscos idad de las dispersiones de este polimero, el producto de la 

hidrólisis son dextrinas, maltosa~ glucosa y por lo genet-al el 

poder reduct.ot- de las di spet-siones de almidón aumenta 

considerablemente. Las enzimas amilopectina 1-6 glucc•sidasas 

hidrolizan el enlace a-<1~6) del glucógeno y de la amilopectina en 

una fo t-ma al azar con la consecuente producción de cadenas 

lineales de polisacáridos de diferente longi t .ud. Est.e grupo de 

enzimas se puede dividir a su vez en dos clases principales que 

dependen de su especificidad por el st~st. t-ato: pululanasa e 

isoamilasas. La diferencia estriba en que las pululanasas 

(pululano), hidrolizan los enlaces a-(1~6) de la mal t .ot.riosa 

mientras que las isoamilasas no tienen ninguna acción sobre este 

trisacárido <Novo, 1986; White y Kennedy, 

col. 1990). 

En algunos métodos continuos 

1988; 

de 

Paredes-López y 

ptu- i ficación de 

proteinas, los tratamientos enzimáticos en la eliminación de 

carbohidratos presentes en la muestra son una opción viable y 

eficaz, logrando el rompimiento de polimeros de carbohidratos, lo 

cual como ya es sabido, permite que el carbohidrato de menor 

tama"o y menor peso molecular pueda solubilizarse y a su vez 
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mediante una separación, 

proteinica requerida. 

se puede lograr la purit=icación 

4.4.4. Reacciones de Asociación-Disociación 

Wolt= <1980> encontró previamente que las propiedades de 

sedimentación de las globulinas de la soya dependen de las 

condiciones en que se encuentra la prot.eina; composición de 

la solución tampon , pH y otros t=actores. Por ejemplo, se obsevó 

que una porción de la t=racción 78 en soya a pH 7.6 y una t=uerza 

iónica de 0.5, dimeriza al cambiar la t=uerza iónica a 0.1, 

t=ormando de esta manera al analizarla por ultracentrit=ugación, un 

agregado cuyo coet=iciente de sedimentación corresponde a 98; la 

misma t=racción se disocia a pH 2 y una t=uerza iónica de 0.1 CFig. 

10). 

En el caso de las proteinas de soya, 1 a s•.Jbun i dad 

principal 118 de las globulinas tiene un peso molecular entre 200 

y 600 kDa en estado nativo, donde estas moléculas en estado nativo 

pueden t=ormar todavia particulas de mayor o menor tama~o a través 

de las reacciones de asociación disociación o mediante la 

t=ormación de enlaces disult=uro dentro del polimero CFig. 11) 

<Wol t=, 1980). 

Por lo tanto, se puede at=irmar que una de las 

caracteristicas de las proteinas 78 y 118, son sus reacciones de 

asociación disociación en donde en ambas reacciones, al 

modit=icar pH y t=uerza iónica de la solución, se obtienen agregados 

de elevado peso molecular o unidades disociadas reversible o 

irreversiblemente de menor peso molecular, todo esto con un cambio 

en el coet=iciente de sedimentación correspondiente. 
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Fig. 10. Fenómeno de asociación-disociación de la fracción 7S 

para las globulinas de soya CWolf, 1980). 
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4.4.5. Propiedades Funcionales de las Fracciones Tipo 118 

Las propiedades funcionales de las proteinas se han 

definido como cualquier propiedad fisicoquimica que afecta el 
... 

comportamiento y las caracteristicas de -un alimento y que 

contribuye a la calidad final del producto <Kinsella y col •• 1985; 

Morr y Ha. 1993), excepto sus propiedades nutrimentales <Pour-El. 

1981). 

A pesar de que la calidad nutrimental de una proteina es 

de gran importancia. las propiedades fisicoquimicas representan un 

factor fundamental en el mejoramiento y desarrollo de nuevos 

productos alimenticios. La variedad y versatilidad de las 

propiedades de las proteinas son de importancia básica en la 

definición de los parámetros de calidad de alimentos. Por esto. 

sus caracteristicas funcionales juegan un papel primordial en la 

identidad y desarrollo de un producto. De aqui que durante el 

proceso. almacenamiento y consumo de un alimento. el 

comportamiento de las proteinas que lo constituyen está definido 

por sus caracteristicas fisicas. quimicas y/o funcionales <Creamer 

y col. 1988>. 

Las proteinas vegetales por si solas no tienen 

apariencia gastronómica y palatabilidad cuando está en forma de 

harina. La transformación de esta apariencia en alimentos 

atractivos. requiere algunos tipos de procesos en los cuales las 

proteinas se encuentren en dispersiones coloidales <Kinsella y 

col •• 1985). 

Las técnicas fisicas también son muy empleadas para la 

caracterización de las proteinas. La forma y estado de las 
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moléculas proteínicas pueden son reveladas por estudios de 

viscosidad,. tensión superficial y la estabilidad de espuma,. los 

cuales se pueden emplear en explicar el comportamiento de una 

proteina en algún producto alimenticio <Bietz,. 1979). 

En los sistemas de alimentos principales,. las 

propiedades funcional~s más importantes son: absorción de agua 

(por ejemplo en productos de panificación); absorción de lipidos y 

agua (en emulsiones o extensores en productos cárnicos>; textura,. 

color, sabor ,. olor,. sensación al consumirse y dispersabilidad (en 

sust i tut os lácteos),. capacidad de emulsión y gelación térmica (en 

sust i tutos de huevo>. 

El empleo y éxito de las proteinas vegetales para su 

apl i c ación en alimentos,. c o nsiste además de proveer aminoácidos 

esenciales ,. en que debe poseer caract-eri sticas f•.Anc i ona 1 es 

idea l es . La capacidad de absorción de agua es una de las 

propiedades funcionales de mayor importancia. Esta capacidad 

representa la habili d ad de atrapar físicamente moléculas de agua 

pese a la gravedad. De igual manera la absorción de aceite se 

atr i buye principalmente al at-r apam i ento fisico del mismo 

<Paredes-López y Ordorica-Falomir, 1986b; Ht.~t t-on y Campbe 11 ,. 

1981>. 

Por otra part-e,. cuando una suspensión proteínica es 

agitada hasta formar espuma,. esta puede capturar aire en pequeftas 

burbujas rodeadas por una pelicula liquida. La tensión superficial 

entre aire y agua se obtiene gracias a las proteinas. La capacidad 

de formación de espuma por las protelnas depende del grado de 

afinidad de las mismas por la superficie liquido-aire y su 

hab i lidad por desnaturalizarse y formar pellculas cohesivas con 
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viscosidad y ~uerza mecánica suficiente para prevenir las rupturas 

y uniones de las burbujas de aire, ~aci 1 i tando la intet-acción 

entre la super~icie hidrofóbica e hidrofilica <Cherry y McWatters, 

1981; Paredes-López y Ordorica-Falomir, 1986b; Yuno y col •• 1988). 

La capacidad de absorción de aceite de los alimentos es 

también una propiedad ~uncional importante debido a que mejora las 

caracteristicas organolépticas y la retención de aromas y sabores 

<Hutton y Campbell, 1981). 

El impacto que ha tenido la proteina de soya como 

ingr ed i ente alimenticio se debe a su funcionalidad y bajo costo. 

Considerando su contribución nutrimental como lo es su elevado 

cont en i do proteinico , contenido de lisina, alto nivel de ~ibra 

dietética y nivel cero de colesterol <Rivero de Padua, 1983; 

y co 1 • 1 984) • 

Peng 

Un ejemplo de la importancia de las propiedades 

~uncionales para la aplicación de sistemas alimenticios es el que 

presenta J ohnson y col. <1979), los cuales reportaron que las 

proteinas de ajonjoli pese a ser estables ante el calentamiento, 

de presentar grandes cantidades de metionina y de estar presentes 

en un 25/. peso seco de la semilla, estas proteinas presentan baja 

solubi 1 idad 1 imitando su aplicación en al iment.os cuando éstas se 

encuentran presentes en ~orma nativa. Su utilización por tanto es 

menor que el de la soya, lo cual se debe a que la información 

acerca de sus propiedades ~uncionales es insu~iciente <Yuno y 

col . 1988). 

Ri vero de Padl!a ( 1983). propone a las proteinas de 

ajonjoli como una ~uente de proteinas para alimentos alternativos 
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a los actuales, en donde su uso depende direct.amente de las 

propiedades funcionales que estan presentes. Est.udiando la 

estructura de la fracción de la globulina de la semilla de 

ajonjoli, encontraron que la fracción consiste 

principalmente de globulina 138 con caracteristicas del tipo de 

las proteinas tipo 118, obteniendo resul t .ados acept.ables con 

respecto a la funcionalidad de la misma. 

Tal hecho nos ha impulsado a caracterizar también 

funcionalmente a la proteina tipo 119 en las globulinas de 

amaranto, de lo cual no se tiene información y por lo tanto la 

aplicación de sus proteinas a los diversos sistemas alimenticios, 

se ve muy restringida. 

4. 4. 5. 1 . 8olL~bi 1 idad y desnat.ural i zación 

Los indices de solubilidad de nitrógeno, curvas de 

extracción de nitrógeno y curvas de precipitación del mismo son 

indicadores importantes del da~o que han tenido las proteinas 

durante su obtención, su aplicación potencial en los alimentos y 

en general de las propiedades funcionales de las proteinas en los 

alimentos <Morr y col., 1985; Guevara-Lara, 1989>. 

La desnaturalización implica una modificación en la 

estructura secundaria, terciaria y cuaternaria de la molécula 

proteinica, la cual es causada generalmente por calentamiento, pH, 

concentraciones salinas, y solventes orgánicos. Las propiedades 

func i onales corno lo son absorción de agua, capacidad de 

emulsificación y formación de espuma se ven afectadas con un 

decremento en la solubilidad debido al fenómeno de 

desnaturalización, mientras que por este mismo fenómeno se 
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incr-ementan la absorción de aceite. viscosidad y capacidad de 

geli~icación en una proteina <Guevara-Lara. 1989>. 

4.4.5.2. Absorción de agua y de aceite 

Las rami~icaciones apelares de la pioteina, contribuyen 

a la hidro~obicidad de la misma, por la cual el agua es retenida y 

absorbida en los productos alimenticios ~inales. En productos de 

pani~icación, la harina de soya puede reemplazar la leche en polvo 

descremada con el objeto de absorber agua. mejorar el manejo de la 

masa e incrementar el peso ~inal del producto. 

Las proteínas tienen in~luencia en lo que se re~iere al 

mejoramiento de los productos que requieren retener y/o absorber 

grasa. Por otra parte las proteínas pueden emplearse como agentes 

reguladores de la excesiva absorción de grasa. Como en el caso de 

la harina de soya que se emplea para prevenir la absorción de 

grasa excesiva durante la ~ritura de algunos productos de 

pan i ~icación. 

Paredes-López y Ordorica-Falomir ( 1986b) y 

Ordorica-Falomir <1988>. hacen re~erencia a la importancia de la 

absorción de grasa en los productos alimenticios debido a que 

mejoran la retención de aroma y sabor. 

Por ejemplo la actividad emulsi~icante de la ~racción 

13S de las globulinas del ajonjo!!, presentó una actividad 

intermedia entre aquélla mostrada por las ~racciones 7S y 11S de 

las globulinas de soya. Yuno y col. ( 1988). atribuyen ésta 

di~erencia en la actividad emulsi~icante e hidro~obicidad de los 

geles entre 13S de ajonjo!! y llS y 7S de soya a que la 

hidro~obicidad super~icial de 13S ~ue mayor que llS y la 
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colaboración de los carbohidratos presentes en la fracción 75 7 

produciendo la diferencia en la actividad de emulsi6n 7 y siendo la 

emulsión de 13S menos est.able y con una mayor tendencia a la 

separación de componentes de la emulsión. 

4.4.5.3. Formación de geles 

La formación del gel provee una matriz capaz de ret.ener 

agua Y lipidos. Las pt-opiedades funcionales de las prot.einas de 

reserva Y sus mecanismos son descritos a nivel molecular para la 

gelificación de las globulinas 7S y 11S de soya y para las 

propiedades viscoelásticas de las subunidades de al t .o peso 

molecular de las glutelinas de trigo. Como generalidad se tiene 

que en la formación de un gel de las globulinas 7S no participan 

reacciones de intercambio -SH/S-S7 por lo tanto los geles son 

suaves y transparentes7 mientras que en la formación de un gel de 

las globulinas 1197 participa la reacción de intercambio de grupo 

-SH/S-S, provocando la formación de geles firmes y turbios CSaio y 

Watanabe, 1973; Fukushima7 1991b). 

4.5. DIGESTIBILIDAD IN VITRO 

La digestibilidad de las proteinas. implica el análisis 

de biodisponibilidad de las mismas a través de métodos biológicos, 

quimicos y enzimáticos. Se considera que las proteinas tienen un 

valor nutritivo intrinseco, sin embargo depende de la presencia de 

factores antinutrimentales7 digestibilidad y absorción de las 

mismas. en el proceso de biodisponibilidad. Dependiendo de la 

metodologia empleada, la digestibilidad se clasifica como aparente 

y verdadera •• y por otra parte como in vivo e in vitro en donde 

Hsu y col. 1977 reportan una metodologia que logra la alta 

correlación de las últimas. 
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5. MATERIALES V ME TODOS 

En la Fig. 12 se presenta el diagrama general 

metodológico de los tratamientos de análisis de la harina y 

fracciones proteinicas del amaranto. 

5.1. GRANO DE AMARANTO 

Para este estudio se contó con el material de amaranto 

A•aranthus hypochondriacus tipo mercado, donado por el INIFAP de 

la cosecha de 1989 CFig. 13). Este material se conservó en bolsas 

de polietileno dobles dentro de recipientes plásticos opacos 

sellados y en refrigeración a 4°C. 

5.1 . 1. Evaluaciones Fisicas del Grano 

5.1.1.1. Tamaf'ío de granos 

El tamaf'ío se determinó midiendo el 

granos de arnarant.o CFig. 14). 

5.1.1.2. Peso de 1000 granos 

largo y ancho de los 

Esta propiedad está relacionada con la medida y densidad del 

grano. El peso de 1000 granos se determinó pesando 100 granos y 

extrapo l ando el valor. 

5.1.1.3. Peso hectolitrico 

El peso por unidad de volumen (kg/hL> es usado como una 

prueba de control de calidad en granos y fue determinado en la 

Balanza OHAUS-78-08550 <Seedburo Equiprnent Co., Chicago, 111.). 
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Fig. 12. Diagrama general metodológico de la extracción 

y puriricación de la rracción globulinas 11S de amaranto 
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HARINA DE AMARANTO l evaluac~ó~, físic~ ~el grano 
compos1c1on qu1m1ca de 
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protema y cemzas 

extracción salina 
~-----t ( T ambiente, 40°C, 4°C) 

EXTRACTO CRUDO DE LA 
FRACCION TIPO 11 S 

extracción acuosa 
pH ( 8- 8.5) 

pH 
1---------t temperatura 

tiempo 

FRACCION TIPO 11 S 

1 1 liofilización 
T------ ------- ----- 1 

CARACTERIZACION CARACTERIZACION CARACTERIZACION 
FISICOQUIMICA FUNCIONAL DE TIPO 

- 1 - 1 NUTRICIONAL 
f . Solubilidad 1 

E_lectr'?, oresls Absorción de agua . . .. 
Flltraclon ~n gel_, Absorción de aceite Digestibilidad 
Ultracentnfugac1on Formación de espuma 
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Fig. 13. Ilustración de <A> granos y <B> plantas de amaranto 

<A•aranthus hypochondriacus L.> tipo Mercado 
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Fig. 14. Dimensiones del grano de amaranto 
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5.2. TRATAMIENTO DEL GRANO 

S~ procedió a su molienda en un molino analltico 

preenfriado <Tekmar A-10 S2, West, Germany). La harina obtenida 

(aproximadamente 180 ~m) se desgrasó mediante la agitación con 

hexano en una proporción 1:10 p/v respectivamente durante 24 h, y 

posteriormente secada con aire a temperatura ambiente. 

Tanto harina de amaranto como harina desgrasada de 

amaranto fueron almacenadas herméticamente a 4 °C hasta su empleo. 

5.3. COMPOSICION QUIMICA DE LAS HARINAS 

Para conocer la composición del material de este estudio 

se r ealizaron determinaciones de humedad, proteína, y cenizas. 

Todas las determinaciones se hicieron por triplicado, siguiendo 

los métodos oficiales de la AACC (1983> y de la AOAC (1984>. 

5.3 . 1. Humedad <Método 14.004 AOAC> 

Se pesó 1 g de muestra en una cápsula de aluminio 

previamente tarada y se calentó en una estufa con circulación de 

aire a una temperatura de 130 : 3°C por 1 h. La sensibilidad de 

este método fue suficiente para nuestros propósitos. La pérdida 

de peso se reportó como porciento de humedad. 

5.3.2. Proteína <Método 14.026 AOAC> 

El porcentaje de proteina cruda se calculó a partir del 

nitrógeno total utilizando un factor de 5.85 <Paredes-López y col. 

1990). En la determinación del nitrógenó total se empleó en 

el método de Micro Kjeldahl <Paredes-López y col. 1989) y se 
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realizó en las unidades de digestión y destilación del sistema 

Kjeltec, modelos 1007 y 1028 <TECATOR, Suecia). t·espect. i vament.e. 

La digestión se realizó con ácido sulfúrico y en la destilación se 

empleó hidróxido de sodio al 40%, recibiéndose el destilado en una 

solución de ácido bórico al 4%. Finalmente en la titulación se 

utilizó una soluc~ón valorada de ácido clorhídrico. 

5. 3. 3. Cenizas <Mé.todo 14.006 AOAC y 8. 01 AACC> 

Esta determinación correspondió a las cenizas obtenidas 

al calcinar una muestra a temperatura de aproximadamente 600°C. 

5.4. ~ROCEDIMIENTO bE EXTRACCION DE PROTEINAS 

Previo a la implantación de las siguientes metodologías 

de extracción y purificación de la fracción 11S se trabajaron con 

las técnicas de: Saio y Watanabe, (1973); Ishino y Kudo, (1979); 

Mora-Escobedo y col. <1984>; Skoog y West, (1984); l<onishi y col. 

<19:35>; Ordorica-Falornir, <1988); Mat·shall, (1990); Scwiano-Sant.os 

y col. < 1991); Bat·ba de la Rosa y col. ( 1992a,b); empleando las 

diversas caracteristicas como solubilidad de las fracciones frente 

a soluciones de extracción, temperaturas y condiciones en general 

de las cuales algunas de las técnicas han sido descritas 

anteriormente con su respectivo diagrama de flujo, adaptándose 

para analizar a las proteina de amaranto; además de técnicas de 

caracterización bajo distintas condiciones, 

nuestros propósitos fueron las siguient-es: 
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5.4.1. Extracción de las Globulinas Totales 

En la extracción de las globulinas totales de amaranto 

para su cuantificación, se empleó el método modificado de Osborne 

descrito por Mora-Escobedo y col. <1990> en donde 10 g de harina 

desgrasada se agitaron en 100 mL de 0.5 M de NaCl. La suspensión 

fue centrifugada y decantada, se almacenó el sobrenadant-e. 

Posteriormente la pastilla se puso en contacto con 50 mL de agua 

desionizada en agitación constante. Nuevamente la suspensión fue 

centrifugada y decantada. Ambos sobrenadantes se combinaron y se 

descartó el residuo. Los sobrenadantes se dializaron a 4 °C con 

agua desionizada durante 5 dias con constante cambio de agua. El 

contenido de los tubos de diálisis fue centrifugado a 10000 X •::J 

durante 30 min. El sobrenadante (fracci ó n albúminas) y el 

precipitado (fracción globulinas) fueron liofilizados. Se empleó 

el método Kjeldahl para determinar el contenido proteinico de la 

fracción <N x 5.85). 

5.4.2. Extracción de la Fracción Rica en Proteina Tipo 11S 

Se extrajo la fracción 11S de las globulinas de 

amaranto, basándose en el trabajo publicado por Saio y Watanabe, 

1973. A un gramo de harina desgrasada se le agregaron 10 mL (1:10) 

de cloruro de calcio CCaCl > 10 mM agitando de 2 a 3 horas a 
2 

t -emperatura ambient-e. Después de la extracción, la solución fue 

centrifugada a 11000 x g durante 20 rnin a 4°C. Se resuspendió el 

precipitado en agua tibia(40°C) (precipitado:agua 1:10 p/p) 

ajustando su pH a 8.5. Se agitó durante 2 h a temperatura ambiente 

y posteriormente se centrifugó a 11000 x g durante 20 min a 4 °C. 

El residuo fue descartado y el sobrenadante se ajustó a pH 7.0 y 
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se almacenó esta fracción en refrigeración a 4°C toda la noche 

CFig. 15) . Se liofilizó y se cuantificó la proteina presente 

<Método 14.026 AOAC>. 

5.4.2.1. Purificación de la proteina tipo 11S 

El extracto crudo de la fracción 11S se colocó a ba~o 

mari a durante 5 h a 37 +/- 1°C. Una vez transcurrido este tiempo, 

se centrifugó a 11000 x g durante 20 min a 4°C, se lavó el 

precipitado a temperatura ambiente durante 30 min y se centrifugó 

nuevamente bajo las condiciones se~aladas. Nuevamente se lavó el 

precipitado con agua destilada, ahora mediante agitación constante 

a 4°C. Finalmente, se centrifugó a 1800 x g a temperatura ambient e 

durante 20 min, obteniendo en la pastilla la fracc i ón Amarant in 

<Fig. 16). 

5.4.3. Carbohidratos Solubles 

Para la determinación de carbohidratos solubles se empleó el 

mét.odo de Dubois y col. <1956). En est.e método los carbohidt-atos 

se hace reaccionar con fenol al 5;..~ en presencia de ácido sulfúrico 

concentrado para dar compuestos coloridos que absorben a 490 nm. 

La absorbancia se determinó en un espectrofotómetro 

SP6-550 UV/VIS <Pye Unicam LTd, Cambridge, En-:J 1 and > • Como CL~rva 

estándar se utilizó glucosa en una concentración de O a 75 ~g/mL. 

5.4.4. Cuantificación de Proteina 

El contenido de proteina en 

cromatografia por filtración en gel de 

las alicuotas de la 

la fracción rica en 

proteina t i po 118, se determinó por el método de Bradford (1976). 

usando una curva tipo de albúmina bovina sérica de 5 a 25 ~g/mL Y 

leyendo absorbancia a 595 nm. 
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Fig. 15. Diagrama de flujo del método de extracción de la 

f r acción rica en globulinas tipo 11S de amaranto 
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1 Refrigerar a 4°C 
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Fig. 16. Di agrama de flu j o de la purificación de la fracción 

11S de amaranto 
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5.4.5. Prueba Enzimática con Tiempo y Temperatura Constantes 

Una vez extraida la rracción de extracto crudo de 

proteina rica en globulina tipo 11S~ se eliminaron los 

carbohidratos presentes~ por tratamiento enzimático~ el cual 

consistó en colocar en 8 rrascos perrectamente limpios la rracción 

rica en proteina resultado de haber trabajado su extracción con 1 

9 de hat-ina de amaranto desgrasada~ y agregándoles 21-lL de solución 

enz imát.ica al rrasco: 1 ~ blanco; 01-Amilasa; 

Amiloglucosidasa; 4, Pululanasa; 5, 01-Amilasa y Amiloglucosidasa; 

6, 01-Amilasa y Pululanasa; 7, Pululanasa y Amiloglucosidasa; 

y 8, 01-Ami l asa, Pululanasa, y Amiloglucosidasa. 

Las soluciones <2 1-lg 1 mL> <cantidad~ t.iempc• y 

temperatura basados en trabajos previos en el laboratorio>~ t . odas 

a un tiempo cero y colocándose en ba"o Maria a 37 ! 1°C, durant.e 

16 h C F i g. 1 7) • 

Una vez que transcurrió este tiempo, se centrirugaron a 

1800 x g durante 20 min a T ambiente. Se realizó un lavado con 

agua desionizada del precipitado, agitando 30 min a 4°C y 

centrirugando nuevamente a las mismas condiciones. Se liorilizó el 

precipitado, se determinó X de proteina por Kjeldahl <N x 5.85) y 

se analizó por electrororesis SDS-PAGE sin y con agente reductor. 

Las preparaciones comerciales de 01-Amilasa <Taka-therm 

II 1130), Amiloglucosidasa <Diazyme L200) y pululanasa <DB-1> 

rueron proporcionadas por ENMEX S.A. <México, D.F.>. El productor 

reporta que 

lichenifor•is, 

es t . as enzimas 

Aspergillus 

son 

niger 

producidas por Bacillus 

y Aspergillus sp., 

respectivamente. La presentación del producto incluye cloruro de 

calcio para racilitar la actividad enzimática. La 01-Amilasa tuvo 
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Fig. 17. Diagrama de flujo del tratamiento de las globulinas 

tipo 11S de amaranto con varias enzimas a tiempo Y 

temperatura constantes 
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una actividad total de 340~000 unidades modificadas Wohlgernuth 

<UMW/g)7 siendo una UD la actividad que libera 1 g de azúcares 

reductores como glucosa por h. La pululanasa presentó una 

actividad de 200 Unidades CU/mL> 7 definiendo una U como la 

cantidad de enzima requerida para liberar 7 a partir de pululano 1 

~mol de azúcar reductor por rnin <Guzmán-Maldonado7 1992). 

5.4.5.1. Combinación de tiempo y temperatura con amiloglucosidasa 

De acuerdo a los resultados obtenidos por el t-t-at-amiento 

enzirnático descrito anteriormente~ fue necesario trabajar con la 

muestra blanco y aquélla que contenia Arniloglucosidasa a 

~ + o temperatura constante ~7 -1 e a distintos tiempos: 07 57 

20 y 25 h corno se muestra en la Fig. 18 con lo que se determinó el 

efecto del tiempo sobre el trat-amient-o enz irnát-ico a una 

temperatura constante y manejando un blanco y la enzima. 

Nuevament-e 7 una vez que t-ranscurrido el tiempo 

del tratamiento enzimático cada ml~est- ra7 éstas se 

centrifugaron a 2,000 rpm durante 20 min Se realizó un lavado 

con agua desionizada del precipitado7 agitando 30 min a y 

centrifugando nuevamente a las mismas condiciones. Se liofilizó 

el principitado y se determinó X de proteina por Kjeldahl (N X 

5.85) y se analizó por electroforesis SDS-PAGE sin y con agente 

reductor. 
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Fig. 18. Diagrama de flujo del tratamiento enzimático de las 

globulinas tipo 118 de amaranto con amiloglucosidasa 

a diferentes tiempos 
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5.5. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA 

5.5.1. Electrororesis Desnaturalizante y Nativa 

Los geles se prepararon utilizando una cá.mara 

electrororética verticC\1 <Mini Slabs Hoerrer Scientiric 

Instruments SE200~ San Francisco CA>~ con una ruente de poder 

Buchler 3-1500 <Buchler Inst. lnc.~ Fort Lee~ NJ). La 

electrororesis en dodecil sulrato d~ sodio <SDS-PAGE> se llevó a 

cabo de acuerdo al método de Laemmli (1970> en geles separadores 

de poliacrilamida al 15%. El gel concentrador se preparó con una 

solución de poliacrilamida al 2.5%. Las muestras liorilizadas de 

la proteina tipo 11S de amaranto se disolvieron en una solución (3 

mg/ mL>~ Tris-HCL 0.1M~ pH 6.8~ 2% (p/v> SDS~ 10/. <v/v) glicerol y 

0.01 rng/rnL azul de bromorenol. La reducción de los enlaces 

disulruro se obtuvo con el agente reductor ~-Mercaptoetanol <~-ME> 

(5% v/v) a 100°C durante 1 min. La electrororesis se llevó a cabo 

a una con- iente constante de 20 mA por gel (0.75 mm de grosor> 

durante 2 a 3 h. La composición completa de este gel se presenta 

en la Tabla 12. 

La masa molecular aparente de las proteinas 11S 

desnaturalizadas se estimó usando los siguientes estándares de 

peso molecular conocido: anhidrasa carbónica (29 kDa>~ ovoalbúmina 

(45 kDa>~ albúmina sérica bovina (66 kDa> y rosrorilasa b (97.4 

kDa>. 

La 'electrororesis nativa <PAGE> se llevó a cabo de 

acuerdo al método de Laemmli (1979> en geles separadores de 

poliacrilamida al 7/.. El gel concentrador se preparó con una 

solución de p'oliacrilamida al 2.5/.. Se rormó una solución de las 

muestras de proteina tipo 11S de amaranto liorilizadas (3 mg/ mL> 

en Tris-HCl O.lM~ pH 6.8~ 10r. glicerol y 0.01 mg/mL de azul de 
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Tabla 12. Composición de los geles separador y concentrador 

usados en electroforesis desnaturalizante 
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posición de los geles separador y concentrador usados 

en electroforesis desnaturalizante 

.Componente Gel separadór Gel concentrador 
( 15Wó acrilamida ) · ( 2.5°/ó acrilamida ) 

Solución tampon Tris - HCI, pH 8.8, 2M ( ml ) 1.9 

Solución tampon Tris - HCI, pH 6.8, 1M ( ml ) --- 1.25 

Solución de acrilamida 37.5°/o ( p 1 v ), 

bisacrilamida 1 .Oo/o ( p 1 v ) ( ml ) 7.5 1.25 

Agua ( ml) 5.45 7.34 

Dodecil sulfato de sodio 1 0°/o ( p 1 V) ( ml) 0.15 0.10 

TEMED ( ~L) 10 7 

Persulfato de amonio 1 0°/o ( p 1 V ) ( ~L ) 20 60 



bromofenol. La electroforesis se llevó a cabo en las mismas 

condiciones que los geles desnaturalizantes. La 

completa de •estos geles se presenta en la Tabla 13. 

c0111posición 

La masa molecular de la proteina tipo 11S se estimó 

usando los l~iguientes marcadores de peso molecular: albúmina 

bovina monóm~::ro <66 k Da> y di mero < 132 kDa>... ureasa: tri mero <272 

kDa> y hexámero <545 kDa>. 

5.5.1.1. Tinción de Coomassie 

De~;.pués de la electroforesis el gel se fijó con ácido 

tricloroacéti.co ( 12. 5/._ p/v) por 30 nlin y se tií"íó durante toda la 

noche con azul brillante o azul de Coomassie a una concentración 

final de O. 25i/.. La decoloración se llevó a cabo,. 30 ro in con agua/ 

ácido acético/ metano! <4.5/4.5/l:o v/v/v) y ll~ego con ácido 

acético al 5~: (v/v) hasta su completa decoloración <Davis .. 

Delobette y col. 1991>. 

1988; 

La movilidad relativa de los estándares fue graficada 

contra su éorrespondiente logaritmo base 10 de su peso molecular 

<Log PM> mediant-e un paq1.~ete de computación <Cricket Graph.:o 

Macintosh,. HD>. Con ello se obtuvo la ecuación de la curva y el 

coeficiente d•e correlación de la misma y asi se calculó la masa 

molecular apa~-ente de las proteinas 11S de amaranto. 

5.5.1.2. Tinción PAS 

Las proteinas preparadas electroforeticamente se tif'íeron 

también para la identificación de glicoproteinas (Figueroa y Khan 7 

1993). Despué~:¡ de la electroforesis el gel se fijó en .una solución 

metanol/ ácido acético/ agua (40/7/53 /.) toda la noche. El gel se 
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Tabla 13. Composición de los geles sepaFadoF y concentFadoF 

usados en electFo~oFesis no desnatuFalizante 
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posición de los geles separador y concentrador usados 

en electroforesis no desnaturalizante 

Componente Gel separador .. Gel concentrador 
( 7°/o acrilamida) ( 2.5°/o- acrilamida ) 

Solución tampon Tris- HCI, pH 8.8, 2M ( ml) 1.9 

Solución tampon Tris - HCI, pH 6.8, 1M ( ml ) --- 1.25 

Solución de acrilamida 37.5°/o ( p 1 v ), 

bisacrilamida 1 .0°/o ( p 1 v ) ( ml ) 3.5 1.25 

Agua ( ml) 9.45 7.34 

TEMED ( ~L) 10 7 

Persulfato de amonio 1 0°/o ( p 1 v ) ( ~L ) 20 60 



colocó en ácido tricloroacético al l2 .. 5/. por 30 min, seguido de un 

lavado con a~;ua destilada. Se st~mergió en ácido periódico al 1/. en 
. 1 

3/. de ácido iiCético durante 50 a 60 min, seguido de un lavado con 

agua destilada. En obscuridad se lavó tres veces con metabisulfito 

de sodio al 0.5/.. Las glicoproteinas se ti?íen de color salmón 

(Gordon, 1975; D~vis, 1988). 

5.5.2. Cromatografia de Filtración en Gel 

Se aplicó una alicuota de 100 mg de proteina en 3.5 mL 

del extracto de la fracción t.ipo 118 a una coltlmna 2. 5 x 90. O cm 

empacada con Sephacryl S-200 ó S-300 <un análisis con cada matriz 

de filtración> <Pharmacia Biotechnology, Uppsala, Sweeden) y se 

eluyeron con 0.1M NaCl., Tris-HCl pH 8.0, 0.02/. azida de sodio con 

un flujo de 42 mL/h. Se colectaron fracciones de 5.0 mL. El perfil 

de elución se determinó midiendo la absorbancia a 280 nm. El 

volumen de exclusión se determinó con azul dext.rán <2 x 106 Da> y 

el volumen total de la columna con metil-tirosina (287 Da>. Los 

marcadores moleculares y sus pesos moleculat-es correspondientes 

fueron: St, anhidrasa carbónica (29 kDa>; Sz, albúmina (66 kDa>; 

Sa, alcohol dehidro9enasa (150 kDa>; S4, ~-Amilasa (200 kDa>; S5, 

apoferr i tina (443 kDa>; Sei, ti roglobul ina <6.69 kDa> y S?, azul 

dextrán <2000 kDa>. 

La •2cuación de la curva para la estimación de la masa 

molecular aparente de la muestra se obtuvo emplendo el paquete de 

computación Cricket Graph (Macintosh, HD> como se mencionó 

anteriormente,. 
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5.5.3. Ultracentrifugación 

La determinación del coeficiente de sedimentación se 

realizó mediante la técnica adaptada de .Martin y Ames <1961), con 

un gradiente de S a 20/. de sacarosa en el amortiguador de 0.1 M 

NaCl, 50mM Tl~is-HCl pH 8.0. El vol~men del gradiente fue de 12.2 

mL y 500 IJL de volumen de muestra aplicada <20 mg de proteina tipo 

119 por mL d~~ solución). Las condiciones de ultracentrifugación 

fueron de 21BOOO x g, 4°C dL~rante 35 h en el equipo Beckman L8-M,. 

con el rotor SW-40 <Beckman>,. empleando tubos de centrifuga de 

polialórnero <Beckman>. Una vez t-ranscurrido el tiempo determinado 

<21 h>,. las fracciones se extrajeron por la parte superior con un 

fraccionador de gradientes CBuchler Auto Densi-Flow II> conectado 

a cm a bomba per i stá 1 t. i ca (Rain i n-Rabb i t) y un co 1 ector de 

fracciones CLKB Mod. 2212 Helirack). Se colectaron fracciones de 

aproximadamente ~00 ,uL leyéndose absorbancia a 280 nm <A2so> en un 

espectrofotómetro Beckman DU-6. 

Los estándares de coeficiente de sedimentación conocido 

fueron: lisoziroa <1.98), albúmina sérica bovina <4.4.8}, 

y-globulina <7.08} y catalasa C11.2S> CGueguen y Barbot, 1988). 

La ecuación de la curva para la estimación del 

coeficiente de sedimentación de las proteinas se obt-uvo empleando 

el paquete de computación mencionado anteriormente. 

5.6. CARACTERIZACION FUNCIONAL 

Se C~?nocen muy pocos report-es acerca de las propiedades 

funcionales d~~ la harina de amaranto y de sus proteinas,. y estas 

propiedades d~~berán ser completamente estudiadas para determinar 

el pot-encial en la elaboración o incorporación a productos 

alime~ticios (Bressani y col.,. 1987b). 
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5.6.1. Solubilidad Proteínica 

l.a solubilidad de las fracciones se determinó 

suspendiendo muestras conteniendo 0.1 g de proteína en 10 mL de 

agua destilada adicionando HCl O. 1N o NaOH O. 1N,. pat-a ajust.ar el 

valor especifico de pH <2 a 12>. Est.as suspensiones se agi t.aron 

magnéticamente durante 30 min a 25°C. Se centrifugaron a 10,.000 x 

g durante 10 min. La solubilidad se expresó· corno el porciento de 

proteína cruda a partir del nitrógeno total utilizando un factor 

de c<;tnversión 5. 85 (mét.odo Kjeldhal > presente en el sobrenadante 

CFig. 19) <Paredes-López y Ordorica-Falomir,. 1986). 

5.6.2. Capacidad de Absorción de Agua y de Aceite 

5.6.2.1. Capacidad de absorción de agua 

La capacidad de absorción de agua fue determinada por el 

método de la.AACC 88.04 <1983): 

En un t.ubo cónico graduado para centrifuga se colocaron 

muestt-as conteniendo O. 5 g de prot.eina más 5 mL de agua 

desionizada agitándose en un vortex durante 1 min y se dejó 

reposar por 30 rnin. Después se centrifugaron a 600 x g por 25 

min y finalmente se midió el volumen inicial de agua libre que 

resultó al centrifugarse la muestra. La capacidad de absorción de 

agua se reportó como la cantidad de agua retenidad dividida entre 

los gramos de material <mL H20/g muestra> CFig. 20a). 

Vo agua - Vf agua agua absorbida 
CAA = ----------------- = 

g proteína g proteína 
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Fig. 19. Diagrama de flujo para el método de determinación 

de solubilidad proteinica 
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Fig. 20. Diagrama de flujo para la determinación de la capacidad 

de absorción de agua <a> y de aceite (b) 
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5.6.2.2. Capacidad de absor.ción de aceite 

La capacidad de absorción de acei t.e fue det.erminada por 

el método modificado de Paredes-López y Ordorica-Falomir. <1986): 

En •...1n t.ubo cónico graduadt. para centrifuga se colocaron 

muestras conit:.eniendo 0.5 g de proteina más 5 rnL de aceit.e de olivo 

y se agitaron durante 1 min en un vortex. Se dejaron reposar 

durante 30 min, posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 25 

min midiendo finalment.e el volumen de acei t.e que quedó 1 ibt-e. La 

capacidad de absorción de aceite se reportó como la cantidad de 

aceite retenido dividido ent.t-e los gt-amos de mat.et- ial <mL/ g 

muestra> CFig. 20b). 

Vo aceite - Vr aceite aceite absorbido 
CAAc= = ----------------

9 proteina 

5.6.3. Capacidad de Formación y Estabilidad de Espwna 

La capacidad de formación y estabilidad de espuma se 

determinaron según métodos reportados por Paredes-López y 

Ot-dor ica-Falomi r < 19:36b>. En. tma probet.a de 100 mL se prepat-aron 

50 mL de una st~spet-.sión al 1/~ de proteina y se ajustó el pH 

utilizando HCl O.lN o NaOH O.lN en el rango de 2 a 12. La 

suspensión se agitó durante 1 min a . aproximadamente 12,000 rpm 

ut.ilizar.do el Ultra Turrax e inmediatamente desp•...1és de la 

agitación se midió el volumen de espuma formado, expresándose como 

la cap·acidad de formación de espuma en porciento (/.CFE> CFig. 

21a). 

/. CFE = Vol tot.al después de a•3i tado - vol antes de agi t.ado x 100 

Vol antes de agitado 
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Fig. 21. Diagr.ama de flujo para la determinación de capacidad 

de formación y estabi 1 idad de espt~ma 
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El material se dejó reposar durante 30 min y nuevamente 

se midi6 el volumen de la espuma residual. La estabilidad de 

espuma se expresó como ·porciento de estabilidad de espuma (/. EE> 

CFig. 21b). 

:r. EE = Vol espuma después del reposo x 100 

Vol total de espuma 
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5.7. DIGESTIBILIDAD IN VITRO 

Las digestibilidades de la proteina in. vitro se 

determinaron de acuerdo al procedimiento recomendado por Hsu y 

col. (1977>. La mezcla multienzimática se preparó fresca para cada 

corrida,. pesando las cantidades recomendadas de tripsina 

(pancreática> porcina tipo IX,. quimotripsina (pancreática> bovina 

tipo II,. peptidasa (intestinal> porcina grado II y caseina como 

control. Todas las enzimas fueron comerciales <Sigma Chemical Co., 

St. Lois,. MI>. A esta solución multienzimática se le ajustó el pH 

a 8.0 y se mantuvo a 4°C antes de ser usada. Por otro lado se 

prepararon 50 mL de una solución de 6.25 mg de proteina/mL de 

muestra y se ajustó el pH a 8.0. La'suspensión se mantuvo a 37°C 

ut.ilizando un recipiente de vidrio con chaqueta,. el cual se empleó 

como digestor y un ba~o de recirculación Forma Scientific Modelo 

2095 <Forma Scientific, Marietta,. OH). Cuando la temperatura de la 

suspensión· se equilibró se agregaron 5 mL de la solución 

rnultienzimática. A los 10 min de acción enzimática se midió el pH 

de la mezcla. La caida del pH fue registrada con un potenciómetro 

Conductronic modelo pH15. Con ello se determinó la digestibilidad 

in vitro usando la ecuación de regresión siguiente: 

Y= 210.46 - 18.103 X 

Y = digestibilidad in vitro,. expresada en porciento. 

X= valor observado de pH a los 10 min de acción enzimática. 

··La caseina (Sigma Chemical Co.> se utilizó como proteina 

de referencia y todas las determinaciones se hicieron por 

duplicado <Hsu y col. 1977>. · 
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6. RESULTADOS V OJSCUSION 

6.1. EVALUACIONES FISICAS DEL GRANO 

Las dimensiones del grano de amaranto fueron de 1.0 mm 

de ancho por 1.4 mm de largo~ mientr~s que el peso de 1000 granos 

de amaranto fue de 0.8 g /1000 granos <Tabla 14). Ambas 

propiedades rísicas presentan valores mucho menores que las de 

otros granos7 no obstante y a pesar de su tama~o~ el peso 

hectolítrico del amaranto (79.1' kg/hL> presenta valores 

comparables al peso del frijol común <76.4-84.7 kg/hL> y trigo 

(76-78 kg/hL) <Barba de la Rosa7 1986; Reyes-Mot-eno~ 1992>. En 

algunos granos como el trigo~ el peso hectolitrico se utiliza como 

un parámetro de calidad en la producción de harina. Esta propiedad 

está influenciada por la uniformidad y estructura biológica del 

grano y por su composición química incluyendo la humedad. Mientras 

que~ contrario a lo que se pensaba~ el tama~o del grano tiene poca 

o ninguna influencia en el peso hectolitrico <Shallenberg~ 1978>. 

6.2. COMPOSICION QUIMICA 

En la Tabla 15 se presentan los resultados de la 

composición química de la harina int.egral y harina desgrasada de 

amaranto. El contenido de proteina <N x 5.85) del grano de 

amaranto (harina integral> fue de 15.9/.~ el cual se encuentra en 

el intervalo reportado en la literatura 13.9-17.3/. <Teutónico y 

Knorr~ 1985; Paredes-L6pez y col.7 1990)~ y que además se 

encuentra superior al intervalo de proteína cruda que presentan 

los cereales que oscila del 7 al 14/. <Duarte-Correa y col.~ 1986a.; 

Garcia y col.~ 1987; G6mez y Pacheco de D. 7 1991; Ologunde y col.7 

1992). En la misma tabla {Tabla 15) se observa que el contenido de 
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Tabla 14. Propiedades fi s.icas del grano de amaranto tipo Mercado 
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-- --... -- --
iedades físicas del grano de amaranto tipo mercado 

Propiedad 

Tamaño ( mm ) a 

Peso b 

( g /1 000 granos ) 

Peso hectolítrico b 

( kg 1 hl) 

ancho 

largo 

a Promedio de 25 repeticiones + 1- desviación estándar 
b Promedio de 3 repeticiones + 1- desviación estándar 

1.0 + 1- 0.1 

1.4 + 1- 0.1 

0.8 + 1- 0.1 

79.1 + 1- 0.2 



Tabla 16. Composición quimica de la harina integral y 

harina desgrasada de amaranto 
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posición química de la harina integral y harina 

desgiasada de amaranto a 

Material ·. ... Humedad Proteína b Cenizas b 

Harina 
integral 

Harina 
desgrasada 

8.0 + 1- 0.1 e 

7.9 + 1-0.1 e 

2.6 + /- 0.1 d 

2.7+1-0.2d 

a Promedio de tres repeticiones + 1 - desviación estándar 
b Valores expresados en% base seca 

15.9 + 1- 0.8 e 

14.7 + 1 - 0.4 e 

Los valores en fila y en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( P < 0.05 ), según la prueba de Tukey 



Proteína de la harina desgrasada presentó un 14.7% de proteína 

cruda lo cual puede deberse a la pérdida de lipoproteinas en la 

extracción de aceite con hexano que se llevó a cabo~ sin embargo~ 

tanto el porciento de prot~ina de harina integral como la harina 

desgrasada no son·estadisticamente diferentes Cp < 0.05> según la 

prueba de Tukey. Los valores de humedad oscilaron entre 7.9 y 8.0% 

encontrándose en el intervalo report.ado en la 1 i terat.ura de 6. 2 a 

17.3/. CBressani Y col., 1987; Singhal y Kulkarni, 1988), mientras 

que el contenido de cenizas 2.6 a 2. 7% también se encl~entra entre 

los valores reportados de 2.5 a 4.1% <Becker y col.~ 1981; 

Pedersen Y col., 1987a.b; Teut.ónico y Knor-r~ 1985; Pat.:edes-López y 

col., 1990b) • 

6.3. EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA FRACCION 11S 

Se probaron metodologías para las 

proteinas 11S de otros materiales <Saio y Watanabe~ 1973; Ishino y 

Kudo, 1979; Mora-Escobedo y col., 1990; Barba de la Rosa y col.~ 

1992a.b, Sorian()-Santos y col.~ 1992) con el objeto de extraer la 

proteina tipo 11S de amaranto~ fracción que ya ha sido reportada 

por otros autores CKonishi y col.~ 1985; Barba de la Rosa y col.~ 

1992b; Segura-Nieto y col., 1992). 

Las m-etodologías anteriormente citadas~ pese a utilizar 

soluciones de cloruro de sodio, cloruro de calcio~ bicarbonato de 

amonio~ tratamientos de temperatura y precipi t.aciones 

isoeléctricas, no fueron las adecuadas para la globulina 118 de 

amaranto. Las razones fueron: bien porque las proteínas extraidas 

no presentaban el patrón electroforético característico de las 

globulinas 11S o bien porque los procedimientos fueron 
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complicados,. no preparativos,. de mucho tiempo para su preparación 

Y extracción,. lo cual diTiculta su aplicación. Por lo tanto Tue 

necesario encontrar una metodología de extracción adecuada para 

11S de amaranto,. menos complicada,. rápida que manejara grandes 

volumenes y a la vez con buenos resultados en la extracción de la 

globulina tipo 115 para su correspondiente caracterización. 

La metodología propuesta por Saio y Watanabe <1973) 

aplicada a la extra~ción de las prot.eínas llS de amaranto logró 

los mejores resultados. Todas las Tracciones se analizaron por 

medio de electroToresis desnaturalizante. para el reconocimiento 
. . 

del patrón electroTorético caracter1stico de las prote1nas tipo 

115,. con lo cual se observó que así como la glicinina de soya 

mostró un Tenómeno de selectivilidad al precipitar del 

sobrenadante ante la presencia de cloruro de calcio <Saio y 

Wat.anabe,. 1973),. de eTectuarse su extracción a temperatura 

ambiente <Wo11•,. 1980) y de solubilizarse nuevamente a 40°C <Saio y 

Watanabe,. 1973; WolT,. 1980>,. asi bajo las mismas caracter1sticas 

se obtuvo la proteína tipo 115 de amaranto. 

Se lioTilizó el extracto crudo y se cuantiricó la 

proteína presente <N x 5. 85) obteniendo sólo un 40-42/. de prot.eína 

en la pastilla lioTilizada <base seca>. 

Esta Tracción denominada como Tracción rica en proteina 

tipo 115 <FRP 115) Tue analizada mediante la cromatograria de 

Tiltración en columna CFig. 22) observándose en su perTil de 

elución,. un volumen muerto,. un pico con masa molecular aproximado 

de 389 kDa y un tercer perTil de menor masa molecular. Para 

conTirmar la pr·esencia de proteína en las Tracciones recolectadas 

de esta cromatograTia,. la posible presencia de carbohidratos 
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Fig. 22. Cromatograma de filtración en gel CSephacryl S-300) de 

la fracción rica en globulinas tipo 115 de amaranto. Los 

marcadores moleculares y su peso molecular correspondiente 

son: St7 anidrasa carbónica (29 kDa>; Sz7 albúmina (66 kDa>; 

Sa7 alcohol dehidrogen~sa <150 kDa>; S•, ~-Amilasa (200 kDa>; 

557 apoferritina (443 kDa); Sd7 tiroglobulina (669 kDa) y S?, 

azul dextrán <2000 kDa>. 
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<Marcone y Yada~ 1981>~ todas las fracciones se analizaron por los 

métodos calorimétricos de Bradford <1976) 

<1956) respectivamente. 

y de Dubois y co l . 

En la Fig. 23 se observa en las lineas continuas: 1> en 

la Parte A que la proteina detectada por el método de Bradford 

<1976>~ se concentra principalmente en el pico que muestra Lm masa 

molecular de 389 kDa~ masa molecular que se encuentra en el rango 

de la proteinas tipo 119 de otros materiales 320-440 <Konishi y 

col. ~ 1985; Brinegar y Goundan~ 1993; Danilenko y col.~ 199 3) ~ 

además de que una vez liofilizadas las muestras recolectadas d e 

se realizó su elect.roforesis en geles d e 

po l iacrilamida-SD9 sin y con agente reductor. 

El hecho de que su patrón electroforético f uese 

modificado en condiciones reductoras~ sugiere que realmente s e 

trató de la fracción rica en proteina tipo 119 y al llevar a cabo 

la tinción PA9 para glicoproteinas~ esta fue negativa <no se 

muestran estos resultados>.~ por otro lado la Parte B muestra por 

medio del método calorimétrico de Dubois y col. <1956) que e x iste 

una minima concentración de carbohidratos en el volumen muerto~ 

también se identificó su presencia en el pico que c ontiene 

principalmente a la proteina y se observó una mayor concentración 

de los mismos bajo los picos de menor masa molecular. 

Burova y col. <1992) han observado que las leguminas de 

broad beans forman un complejo con polisacáridos a pH 4.2-6.0 y 

baja fuerza iónica cuando los polisacáridos contenian un grupo 

carboxilo y un grupo sulfato. También sef'íalan un fenómeno de 

incompatibilidad entre leguminas y polisacáridos neut.ros y 

polisacáridos con un grupo carboxilo a pH 7.6. Por la información 
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Fig. 23. Patrón de filtración en gel de la fracción rica en 

globulinas tipo 115 de amaranto analizado para proteinas y 

carbohidratos por métodos calorimétricos. A> Perfil 

proteinico <Bradford7 1976>~ B> Perfil de carbohidratos 

<Dubois7 1956). 
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de la Fracción Rica en Proteína FRP 11S de amaranto en cuanto al 

porcentaje de Proteína bajo C40-42X> que presenta la FRP 118 y los 

patrones de filtración en columna se pudo pensar en Lm posible 

complejo de esta con los carbohidrados presentes. Figueroa y Khan 

( 1993) sugieren a su vez7 la existencia de este tipo de 

asociaciones proteína-carbohidrato en ciertas globulinas de trigo 

sin aún confirmarse la naturaleza del enlace <enlace disulfuro7 

puente de hidrógeno y/o interacciones hidrofóbicas> que los unen. 

Se realizaron diversos tratamientos de temperatura7 

sedimentación y solubilidad para encontrar cómo separar e s t e 

complejo. Considerando los carbohidratos de bajo peso molecular, 

por ende solubles en agua7 se lavó 6 veces con agitación constante 

durante 10 min cada una y posteriormente se cent r ifugó a 11 00 0 x g 

y 4°C <condiciones de crioprecipitación de las fracci ones t i po 

11S) <Peng y col. 7 1984) obteniendo un pricipitado qL~e despt~és de 

liofilizar contuvo sólo un 60X de proteína cruda <N x 5.85>. 

Debido a lo anterior fue considerado un t r atamiento 

enzimático que lograra hidrolizar los carbohidratos de mayo r 

tama"o y así lograr su solubilización7 o bien eliminar de esta 

manera un posible enlace con la proteína en cuestión. 

6.3.1. Prueba Enzimática 

En la Tabla 16 se muestra el porciento de proteína 

presente en el extracto crudo una vez que se puso en contacto con 

a-amilasa, amiloglucosidasa, pululanasa y combinaciones entre 

ellas7 incubando a 37 ! 1°C y durante 16 h en constante agitación. 

Se pudo c•bservar que en la mayoría de estos tratamient.os7 un 

incremento considerable en el porciento de proteína cruda presente 
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Tabla 16. Erecto de tratamientos enzimáticos sobre la rracción 

rica en proteina tipo 115 de amaranto 
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fecto de tratamientos enzimáticos sobre la fracción rica en 

proteína tipo 11 S de amaranto 

Tratamiento Proteína ( 0/o ) a 1 b 1 

Blanco sin enzima 

a- Ami lasa 
Amiloglucosidasa 
Pululanasa 
a - Amilasa + Amiloglucosidasa 

a - Ami lasa + Pululanasa 
Pululanasa + Amiloglucosidasa 
a - Amilasa + Amiloglucosidasa + Pululanasa 

a 1 Promedio de dos repeticiones + 1- desviación estándar 
b 1 Valores expresados en °/o base seca 

81.4 +1- 1.5c 

79.0 + 1- 0.6 a 
84.0 + 1- 0.7 b 

82.8 + 1- 0.0 e 

83. 5 + 1 - o. 1 b 

84.1 + 1- 0.6 b 

84.7 + 1- 0.2 b 

51.3 +1- 9.2a 

Las medidas en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( P < 0.05 ) según la prueba de Tukey 



desde un 40-42% hasta un 79-85% <N x 5.85>~ FRP liS+ a-Am logró 

solamente un 79% de proteína~ el Blanco sin enzima y FRP + Pul no 

son estadísticamente diferentes~ presentando un 81.4-82.8% de 

proteina y FRP liS + AMG~ FRP + a-Am + AMG~ FRP liS + a-Am + Pul y 

FRP 11S + Pul + AMG hasta un 84-84.7% de proteina en el 

liofilizado~ a excepción de la FRP liS tratada con las t -res 

enzimas: a-Am~ AMG y Pul~ lo cual pudo ser resultado de un efecto 

de competencia entre enzimas impidiendo una buena hidrólisis de 

los carbohidratos. Debido a que est as enzimas son hidrosolubles 

fueron eliminadas en el sobrenadante <Martín y Ames , 1961). 

t.odas las muestras precipitadas 

además de haberse liofilizado para cuantificar la 

presente, se les r e al izó la electrof oresis desnaturali z a nte para 

verificar la presencia de algún contaminante~ cuestión q u e fue 

negativa en los patrones electroforéticos presentados. Todos esto s 

patrones fueron car acterísticos de 

presencia de un agente reductor. 

la fracción sin y con la 

Cabe hacer notar~ que fue sorprendente que la 

FRP liS al tener un tratamiento de temperatura y tiempo~ 

ft-acción 

lograra 

una concentración de 42 a 82% de proteina~ por lo tanto se hizo 

necesario un nuevo tratamiento manejando estos dos parámetros. 

Como el objetivo de la gran mayoria de las extracciones es 

un método simple~ y pese a que la fracción con 

lograr 

est.e 

tratamiento tuvo un resultado bajo comparado estadísticamente con 

tratamientos enzimáticos~ se intentó nuevamente solo esta fracción 

y la FRP 11S + AMG por manejar una sola enzima con un buen 

porciento de proteína tipo 11S extraído. 

101 



6.3.2. Combinación de Tiempo y Temperatura 

La Tabla 17 present.a el efect.o de t.iempo de t .rat.amient.o 

enzimático sobre la FRP 119 en las globulinas de amaranto~ 

pudiéndose observar que tanto el Blanco <FRP 119) como la FRP 119 

a la cual se le aplicó el tratamiento 

o 
3 7 e durante 5 h~ lograron una máxima 

enzimático <AMG> ambos a 

concentración de prot-ei n a 

cruda desde un 40-42% hasta un 95-95.8% sin alterar su patrón 

electroforético en gel de poliacrilamida desnaturalizante sin y 

con agente reductor. 

Por medio del análisis estadistico de los resultados de 

los distintos tratamientos se observó que en general <P < 0.05) el 

haber i n cubado la fracción FRP 119 y a la fracción con tr-at.amient.o 

enzimático~ cada par con respecto a un tiempo determinado no tuvo 

diferencias significativas~ sin embargo si las hubo entre FRP 1 1S 

y FRP 119 + AMG a distintos tiempos. Como se habia mencionado 

anteriormente~ la fracción FRP 119 a tiempo O h tiene un 40-42 % d e 

proteina~ a un tiempo 5 h se logró la máxima concentr aci ón 

proteinica <94.8-95.8%) estadisticamente diferentes a los demá s 

t.ratamier.t.os~ y a •...1n tiempo 10 h también se logró hast.a un 

88.3-88.5% pero siendo inferior estadisticamente al tratamiento 

tiempo 5 h. Los tratamientos tiempo 15h 20h y 25h ft~en:m 

estadisticamente inferiores de tiempo 5 h y 10 h~ pero se obtuvo 

hasta un 83-87% de proteina tipo 119 en el liofilizado. 

Cabe hacer mención que se ha reportado que a 40°C la 

mayoria de las proteinas 119 en soya se solubilizan. 

Sin embargo se pudo observar que en las proteinas 119 de 

amaranto no fue suficiente el haber trabajado esta fracción a 40 

°C y pH 8-8.5~ sino que una vez que fue obtenido el sobrenadan t -e 
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Tabla 17. Efecto del tiempo de tratamiento enzimático sobre 

la fracción rica en proteina 118 de amaranto 
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fecto del tiempo de tratamiento enzimático sobre la fracción 

rica en proteína tipo 11 S de amaranto 

Tiempo ( h ) Material Proteína ( 0/o ) a 1 b 1 

o FRP 118 40.5 + 1 - O. 7 a 
5 FRP 118 94.8 + 1 - O. 6 e 
5 FRP 118 + AMG 95.8 + 1- 0.1 e 
10 FRP 118 88.5 + 1- 0.8 b 
10 FRP 118 + AMG 88.3 + 1 - o. 6 b 
15 FRP 118 85.8 + 1- 3.8 e 
15 FRP 118 + AMG 83. 1 + 1 - O. 8 e 
20 FRP 118 83.3 + 1 - O. 9 e 
20 FRP 118 + AMG 87.3 + 1- 1.9 e 
25 FRP 118 84.8 + 1- 0.4 e 
25 FRP 118 + AMG 86.1 + 1 - 1 .4 e 

FRP 11 S= Fracción Rica en Proteína 11 S 
AMG = Amiloglucosidasa Las medidas en columna con la misma letra 
a 1 Promedio de dos repeticiones 
b 1 Valores expresados en % base seca 

no son estadísticamente diferentes ( p < 0.05) 
según la prueba de Tukey 



con la FRP 11S solubilizada, y después de haberse neutralizado 

esta solución, fue necesario nuevamente incubar el ext.ract.o en 

bai"íc• Maria a 37°C :!: l°C durant.e 5 h a pH 7. O, obt-eniendo de est.a 

manera la eliminación de la gran mayoria de los carbohidratos 

presentes en la muestra y una mayor concentración proteínica de la 

fracción llS de las globulinas de amaranto. 

En la Fig.24-a se puede observar con mayor claridad en la 

primera parte cómo el tiempo influyó en el contenido de proteina 

resultante en el extracto, est.o es, se observa un máximo de 

concentración proteinica en la muestra a las cinco horas que 

prolongando el tiempo del tratamiento térmico. En la segunda parte 

b se obtuvo un mayor peso del precipitado conforme transcurrió el 

tiempo, sin embargo su pureza disminuyó (al comparar con la p a rte 

a, del contenido de protei na present.e en la muestra), 

posiblemente se debió a que al transcurrir el 

distintas a las proteinas precipitaron. 

tiempo, 

l o c ua l 

moléculas 

Por lo tanto, con los resultados anteriormnete expuesto s 

se pudo observar que la máxima concentración proteínica de la 

fracción FRP 11S se logró colocando esta fracción en un bai"ío Maria 

a 37°C durante 5 h, centrifugando posteriormente a 1800 g 

durante 20 min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado 

fue resuspendido en agua 1:10 g /mL en agitación constante durante 

30 min a 4°C para evitar la solubilización de la proteina tipo 11S 

de amaranto y con el objeto de eliminar contaminantes en este 

extracto. Nuevamente se centrifugó esta muestra, 

sobrenadante y liofilizando el precipitado. 

Haciendo un balance de materia a través de 

eliminando el 

la relación 

de peso y proteina inicial con peso y proteinas finales CTabla 

18), se observa que mediante este método de extracción, las 
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Fig. 24. Efecto del tiempo de tratamiento e nzimát. ico con 

ami loglucosidasa sobre el cont.enidc• de prot.e i n a y e l 

rendimiento de la fracción rica en prote1na tipo 11S de 

amaranto. <a> = Efecto del tiempo en la f r acción rica en 

globulina tipo 118 (b) = Efecto del tiempo en l o s g ramos d e 

precipitado obtenidos 
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Tabla 18. Balance de materia para los extractos proteinicos de 

la harina de amaranto desgrasada 
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alance de materia para los extractos proteínicos de la 

harina de amaranto desgrasada 

Harina de amaranto 
desgrasada 

Globulinas totales 

Globulinas tipo 11 S 

100 

3.1 + 1- 0.03 

2.9 + 1-0.03 

14. 7 + 1 - o .40 

97.0 + 1- 0.05 

94.4 + 1- 1.2 

a Promedio de tres repeticiones+ 1- desviación estándar 

100 

20.5 + 1- 0.06 

18. 6 + 1 - o. 20 



proteinas 118 de amaranto representan el 

total, siendo a su vez un 90-91X de 

18.6X de la proteina 

las globulinas totales 

determinadas por el método de Osborne modificado <Mora-Escobedo y 

col., 1990) (Tabla 18). 

6.4. CARACTERIZACION FI8ICOQUIMICA 

6.4.1. Electroforesis 

Mediante la electroforesis en gel desnaturalizante que 

se p r esenta en la Figura 25, se pudo observar que: el par <A> que 

presentó lma columna s que contienen los estándares de pesos 

molecu lares y una columna a con las globulinas tipo 118 de 

amaranto que sin reducción dio cuat r o bandas principales a 34, 55 

(dob lete > y 62 kDa y en forma adicional esta columna que presentó 

las proteinas sin haber sido reducidas mostró algunos polipéptidos 

en la parte superior del gel con una consecuente masa molecular 

superior a los 97.4 kDa., el par <B> por otra parte presentó la 

columna s c on los estándares de pesos moleculares y en la col u mna 

b a las globulinas 118 de amaranto previamente tratadas con ~-ME 

como agente reductor de los enlaces disulfuro. Con reducción, las 

globulinas 118 dieron dos dobletes proteinicos a 16-19 y 33-36 kDa 

y dos bandas proteinicas a 41 y 55 kDa. 

El hecho de que el patrón electroforético de las bandas 

princ i pales de las globulinas 118 no fuera positiva en la tinción 

PA8 para glicoproteinas y fuera modificado bajo condiciones 

reductoras, sugiere que esta proteina contiene puentes disulfuro 

sujetos a una reducción y que corresponde por lo tanto al grupo de 

proteinas denominadas proteinas tipo 118 <Peng y col., 1984; 
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Fig. 25. Patrón de electroforesis desnaturalizante de 

las globulinas tipo 118 de amaranto 
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Utsumi y Kinsella, 1985; Gueguen y col., 1988; Chrastil y Zarins, 

1992). 

También como se observa en esta fi9ura CFig. 25) los 

patrones electroforéticos y las masas moleculares aparentes de los 

polipéptidos que constituyen las 9lobulinas tipo 118 sin y con 

reducción fueron similares aún en la aparición de dobletes 

proteinicos a los reportados como subunidades básicas 15-20 kDa y 

alos reportados como subunidades ácidas 32-33 kDa de proteinas 

tipo 11 9 e xtraidas de Amaranthus hypochondriacus descrito p o r 

l<onishi y col. C1 9B5> ~ Mora - Escobedo y col. <1990) , Barba de la 

Ro sa y col. C1992a>, y 8e9ura-Nieto y col. ( 1992). También este 

tipo de comportamiento ha sido reportado para otros materiales 

cc•rnc•: leg u mi n a de Adzuki bean <Kajiwara e 1992), 

med ica9ina de alfalfa Hedicago arabica <Koleva y col. , 1992), 

globulina 119 de coco <Rasyid y col., 1992) 7 legumina de avena 

<Pe te t-s o n , 197B; Robert y col., 1983). legumina de chicharo 

CGu e9ue n y col., 1988; Chambers y col., 1992). Chenc•pod i na de 

qu inua <Br i n egar y Goundan, 1993), glicinina de soya <Peng y col. , 

1984; Nielsen y col., 

1992). 

1988; Ft~kushima, 1991ab; 9at.he y 

Por otra parte, a pesar de que el cálculo del 

col., 

masa 

molecular por medio de la electroforesis nativa se considera 

ficticio debido a que este tipo de geles no permiten una 

separación fina de los componentes presentes en la muestra, en la 

Fig. 26 se observa que: la primera columna S presenta los 

estándares en donde se indicaron sus respectivos pesos 

moleculares, y en la segunda columna a se tiene una banda de masa 

molecular aproximada a 390 kDa, que al haber sido te"ido con azul 
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Fig. 26. Patrón de electroforesi s no desnatl~ral i zant-e de 1 as 

globulinas tipo 115 de amaranto 
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de Coomassie como colorante para la identificación de proteínas, 

mostró que en este punto se encuentra una máxima concentración de 

proteinas. También se llevó a cabo la tinción PAS para 

glicoproteinas sobre el mismo gel y el resultado de la misma fue 

negativo. 

6.4.2. Cromatografía de Filtración en Gel 

Una vez obtenida la fracción 11S con un 95 % de proteína 

preser.t-e en se analizó nuevamente por medio de 

filtración en gel en una matriz de filtración de Sephacryl S-:300. 

En la Fig. 27 se observa un cromatograma resultado de la 

filtración en gel a 15°C el cual presenta 2 picos principales: uno 

que corresponde al volumen muerto de elución, y un segundo de masa 

molecular de 389 kDa, el CL~al concuerda con los resultados 

obtenidos en la electroforesis no desnaturalizante de est-a 

fracción, similar al valor reportado por Marcene y Yada ( 1991) 

para globulinas oligoméricas de amaranto y encontrándose dentro de 

los masas moleculares determinados para otras globulinas tipo 11S 

<Konishi y col., 1985; Brinegar y Goundan, 199:3; Danilenko y col., 

1993). 

Sin embargo, controlando la temperatura de la columna de 

filtración en 7 °C (resultados no presentados) y en 15 °C, no se 

obtuvo una separación nítida entre el pico del volumen muerto y el 

de la fracción que contenia la proteína tipo 11S de amaranto. 

Al respecto existen reportes <Wol f, 1980; Peng y col., 1984; 

Rasyid y col., 1992> en donde se ha encontrado que los perfiles de 

elución para la glicinina de soya son menos claros cuando la 
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Fig. 27. Cromatograma de filt ración e n g el ( Se pha cryl S-300) d e 

la fracción rica en globuli nas tipo 118 de amaran t o obt eni d o 

por elución a 15°C. Los marcadores moleculares y su p e so 

molecular correspondiente s o n : S t , a n id r a s a carbón i c a ( 2 9 

kDa); Sz, albúmina (66 kDa); S 3, a l c o ho l dehidrogena sa <150 

kDa>; S•, ~-Amilasa <200 kDa>; 8 5 , apofe rri t ina ( 443 kDa >; 

S ó , tiroglobulina <669 kDa> y S 7, azul de xt r án ( 20 00 kDa>. 
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cromatografla de filtración en gel se corre a 4 °C debido a la 

crioprecipitación protelnica con tendencia a 

aumentando su masa molecular y permitiendo por 

elución séa muy cercana al volumen muerto. 

la aglomeración, 

lo tanto que su 

En vista de lo anterior, en la Figura 28 se obset-va que 

a 20 °C fue observado un mejor perfil de elución para la globulina 

tipo 118 en la cromatografia de filtración en gel, en la cual 

nuevamente se presentan dos picos: un pico que corresponde al 

volumen muerto de elución, con una menor absorbancia a 280 nm que 

la presentada a y un - . segundo pico b i en definido 

perteneciente a la globulina tipo 11S de amaranto , donde su masa 

molecular ha permanecido constante a 389 kDa. 

6.4.3. Ultracentrifugación 

La ultracentrifugación de la ft-acción t .ipo 118 

liofilizada de las globulinas de amaranto mostró constantes de 

sedimentación de 1.48, 8.58 y 11.08 <Fig. 29>. Las proteinas de 

bajo peso molecular con un coef i ciente de sed ime ntación de 1.48 

pudieron corresponder a una contaminación por albúminas. Se ha 

observado que la gran mayorla de las albúminas consisten de 

constantes de sedimentación ent.re 1. 2 y 2. OS pat-a albúminas tipo 

2.08 <Schroeder, 1984; Konishi y col., 1985; Segura-Nieto y col., 

1988; Gorinstein y col., 1991b; Barba de la Rosa y col., 1992b; 

Segura-Nieto y col., 1992; Rasyid y col., 

1993; Kolivas y Gayler, 1993). 

Reportes previos han mostrado 

1992; 

que 

precipitadas por iones calcio son principalmente 

Dey y Mandal, 

las proteinas 

las globulinas 

118 <Saio y Watanabe, 1973); de cualquier forma, bajo esas 
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Fig. 28. Cromatograma de filtración en gel <Sephacryl S - 300 ) de 

la fracción rica en globulinas tipo 11S de amaranto obtenido 

por elución a 20°C. Los marcadores moleculares y su peso 

molecular correspondiente son: anidrasa car bónica ( 2 9 

kDa>; S27 albúmina (66 kDa>; Sa 7 alcohol dehidrog e nasa <1 50 

kDa>; 8•7 ~-Amilasa <200 kDa); S5 7 (443 kDa ) ; 

867 tiroglobulina <669 kDa> y 8?7 azul dextrán (20 00 kDa>. 
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Fig. 29. Patrón de ultracentrifugación de las globulinas tipo 118 

de amaranto obtenido en gradientes de sacarosa del 5 al 20X. 

Los estándares y sus coeficientes de sedimentación son: 5t 7 

lisozima (1.95)7 5z7 seroalbúmina bovina (4.45)7 

y-globulina (7.09> y 947 catalasa (11.25>. 
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condiciones. cerca de un tercio de las proteínas 25 y un medio de 

las proteínas 75 también son precipitadas. En este caso se pudo 

observar que la fracción principal la compone la prote1na tipo 

11S, con un pico representando las proteinas de bajo peso 

molecular a 1.45 y un peque"o pico a 8.58. 

Cabe hacer notar que las proteinas liofilizadas 

presentaron el patrón electroforético típico de las proteínas 115 

y que la presencia de la fracción 8.58 bien pudiera ser una 

contaminación por las proteinas tipo 7S como han sido reportadas 

anteriormente <Barba de la Rosa y col •• 1992ab; Segura-Nieto y 

col •• 1992> lo cual seria poco probable debido a que en el perfil 

electroforético tanto en gel no desnaturalizante como en gel 

desnaturalizante, la tinción PAS propia de las glicoproteinas 

(proteinas tipo 7S) <Pernollet y Mossé, 1983; Utsumi y Kinsella. 

1985; Fukushima. 1991b; Ko y col •• 1993; Powell y col •• 1993; 

Voigt y col., 1993) fue negativa •• o bien pudiese tratarse del 

p r oducto de una reacción de disociación de la fracción 118 

sugerido anteriormente <Wolf. 1980; Barba de la Rosa y col •• 

1992b; Utsumi y col •• 1993) sin embargo,es necesario realizar más 

estudios al respecto. 

En general estos resultados fueron diferentes a los 

reportados por Konishi y col. (1985>. Barba de la Rosa y col. 

C1992b) y de Segura-Nieto y col. (1992) con respecto a los 

coeficientes de sedimentación, pero concuerdan con los de Konishi 

y col. (1985) y Marcone y Yada (1991) con respecto a que las 

globulinas tipo 115 se encuentran como fracción mayoritaria. 

Además de que esta fracción mayoritaria en presencia de un agente 

reductor cambia drásticamente su patrón electroforético. 
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6.5. CARACTERIZACION FUNCIONAL 

Se det-erminó en la fracción 11S los fact-ores que 

conforman a la caracterización funcional proteinica: el efecto de 

percepción Y el de manipulación constituidos por los análisis de 

solubilidad, capacidad de absorción de agua, capacidad de 

absorción de aceite, y capacidad y estabilidad de emulsión 

<Pol~r-El, 1981). 

6.5.1. Solubilidad Proteinica 

La solubilidad de acuerdo a su definición termodinámica 

implica el equilibrio de asociación-disociación de la fracción en 

estudio <Shen, 1981; Schein, 1990). 

En la Tabla 19 se observa el porciento de protei na 

soluble en las muestras una vez que fueron tratadas con el objeto 

de verificar el efecto de pH sobre est-a propiedad funcional. En 1 a 

p r imera columna se muestran los pH a los cuales se trató la 

solubilidad de la proteina, el harina desgrasada de amaranto 

muestra un minimo de solubilidad a pH 4 <16.5 % proteina soluble) 

mi entras que su máximo de solubilidad a pH alcalinos de 10-12 (82 

% proteina soluble) similar al comportamiento de solubilidad en la 

proteina de harina de ajonjo!! <Inyang y Nwadimkpa, 1992) y a la 

solubilidad de la proteina en harina integral de 

presentado por Guzmán-Maldonado (1992). 

amarant-o 

De igual manera la fracción rica en proteina tipo 11S 

presentó un minimo de solubilidad a pH 4 (35.5 % proteina 

soluble>, sin embargo, su máximo de solubilidad la tuvo a pH ácido 

(pH 2) (83.7 % proteina soluble> y nuevamente se incrementó su 

solubilidad a pH alcalinos <77.1 % proteina soluble>; por último 

117 



Tabla 19. Erecto del pH en la solubilidad de la proteína de 

harina desgrasada 7 de la rracción rica en proteí na tipo 11S 

y de la proteina tipo 118 de amaranto 
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fecto del pH en la solubilidad de la proteína de harina desgrasada, de 

rá .. fracción rica en proteína tipo 11 S y de la proteína tipo 11 S de amaranto 

2 29.8 + 1- 0.5 b 83.7 + 1- 0.9 e m 86.8 + 1- 0.0 h 

4 16.5 + 1- 1.3 a 35.5 + 1 - 0.4 en 54.7 + 1 - 1 . 9 i 

6 24.3 + 1 - 1 . 7 b 36.2 + 1- 2.5 en 2.5 + 1- 0.0 j 

8 36.5 + 1 - 0.9 e 70.2 + 1- 1 .8 f 47.9 + 1- 1.8 k 

10 62.0 + 1- 0.9 d 77.1 + 1- 1.4 g 65.7 + 1 - 1 . 9 1 

12 82.0 + 1- 1.1 e 77.1 + 1- 1.9 g 65.9 + 1- 0.9 1 

a 1 Promedio de dos repeticiones 
b 1 Valores expresados en% base seca 
Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( p < 0.05) según la prueba de Tukey 



se observa que la protelna llS se vió influenciada al obtener un 

má x imo de concentración de proteinas (95 % proteina en la 

muestra>. en donde se muestra un máximo de solubilidad a pH 2 

(86.7 % proteina soluble) disminuyendo hasta un 2.5 % proteina 

soluble a pH 6 e incrementándose la solubilidad a pH alcalinos 

(65.9% proteina soluble). Lo anterior sugiere la disminución de 

la solubilidad proteinica por medio de la eliminación de 

compu esto s hidroflli cos presentes. Este comportamiento es similar 

al que presentan las globulinas del frijol tepary <Phaseolus 

acutifolius> que también presenta un máx imo de solubilidad a pH 2. 

u na variante en su minimo de solubilidad que se presenta desde pH 

5 a p H 6 e i n crementándose a pH alcalino <Idouraine y col. 1991). 

Una actitud similar la presentan las globulinas de avena 

<Ma , 1983) que se encuentran como fracción mayoritaria de las 

pro tei n as de reserva. siendo una situación común en materiales 

d i cot i l edoneaes, siendo la avena un material monocotiledoneae. 

Lo anteri o r p u ede representar un dato importante debido 

a que como se ha menci o nado, existen grandes similitudes entre las 

legu minosas <Fan y Sosulski, 1974> y la semilla de amaranto tan to 

por p ertenecer al grupo de las dicotiledoneaes. como por las 

fracc i ones mayoritarias que presentan y las subunidades 7S o/y 1 18 

car acteristicas. siendo interesante comparar las mi s mas 

caracteristicas con granos de monocotiledoneaes debido a que l a 

proteina de amaranto en funcionalidad es similar a los mismos. y 

con lo anterior, el hecho de que la avena presente esta fracción 

mayoritaria con un comportamiento de solubilidad similar al de 

los dos materiales mencionados anteriormente. se hace necesario un 

a nálisis más profundo acerca de los genes ancestrales <Peterson, 
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1978; Robert y col.~ 1983; Jensen, 1984; Borroto y Dure~ 1987; 

Alexenko y col.~ 1988; Jensen y Berthold, 1989; Mimouni y col.~ 

1990; Callada y col.~ 1991; Luthe~ 1991; Gorinstein~ 1993). 

Debido a las características de las proteinas de 

amaranto~ se puede sugerir que los compuestos hidrofilicos 

referidos~ se tratan de carbohidratos unidos a las proteinas por 

medio de puentes hidrógeno (Gorinstein~ 1993; Burova y col.~ 1992) 

pues bastó un tratamiento de tiempo-temperatura para lograr un 

incremento desde un 40% de prote1na a un precipitado con un 94% de 

proteina característica de las proteinas tipo 11S <Bietz, 1979; 

Fukushima, 1980; Bressani y col., 1987a; Guevara-Lara, 1989; 

Paredes-López y col., 1990). 

Por otra parte p se puede obser var gráficamente el efecto 

de pH sobre la solubilidad de la p roteina en la Fig. 30. 

Por lo tanto, como era de suponerse, al eliminar los 

carbohidratos de la proteina (Marcene y Yada; Burova y col. , 

1992>~ la solubilidad de las globulinas 11S es casi minima a pH 6 

incrementándose antes y después de este punto. De la misma manera, 

se podria sugerir un punto isoeléctrico de la proteina 11S de las 

globulinas de amaranto a pH 6. De cualquier forma para aseverar lo 

anterior se torna necesario un análisis más detallado. 

6.5.2. Capacidad de Absorción de Agua y de Aceite 

La capacidad de absorción de agua <Tabla 20) para el 

extracto crudo y para la fracción 119 liofilizados~ como era de 

suponerse por tratarse de una proteina salino soluble fue minima y 

estadisticamente diferentes (p < 0.05) <0.13 mL/g FRP 115 y 0.8 

mL/ g proteina tipo 11S>. lo cual podria representar un problema 
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Fig. 30. Efecto del pH en la solubilidad de la proteína en 

harina desgrasada~ fracción rica en proteína tipo 118 y 

globulinas tipo 119 de amaranto 
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Tabla ~~o. Capacidad de absorci6n de agua y de aceite de 

la fracci6n rica en proteina tipo 115 y de la 

proteina tipo 119 de amaranto 
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p¡..;avidad de absorción de agua y de aceite de la fracción rica en 

roteína tipo 11 S y de la fracción tipo 11 S de globulinas de amaranto 

Material· ·.··· · 

Fracción rica en 
proteína tipo 11 S 

Proteína tipo 11 S 

Absorción de agua · 
( ml l g de proteína) a/ 

O. 13 + 1 - O .23 a 

0.80 + 1- 0.00 b 

· Absorción de aceite 
( ml 1 g _de proteína ) a/ 

2.13 + 1- 0.23 e 

2 .. 40 + 1- 0.00 d 

a 1 Promedio de tres repeticiones + 1 - desviación estándar 
Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( p < 0.05 ) según la prueba de Tukey 



par-a el empleo de est.a fracciór dentr-o de los sistemas 

alimenticios debido a q•-~e la absorc:i6n de agua o hidrat.ación es 

considerada como de las principales cat-act-er i st-icas 

funciona 1 es par a 1 a so 1 ub i 1 i dad de ad i t. i vos~ capt.ac i 9n de htnnedad, 

solubilidad,. viscosidad y gelaci6n de las proteínas 

Campbell,. 19'81>. 

<Hutton y 

Los resultados aquí presentados mostraron una menor 

capacidad de absorción de ag•.Ja que los aislados prot.eínicos de 

soya <Idouraine y col.,. 1991) y menores a la capacidad de 

absorción de agua encontrada por otros invest.igadot-es para 

concentrados proteínicos de mat.eriales de diverso ori•:;~et-. ve9et.a1 

<Ber-nar-di-Don y col.,. 1991; Inyang y Nwadimkpa, 1992; Sheer,, 

1991ab; Tasneem y .1992; Or-dorica-Falornir, 1988; 

Paredes-López y Ordorica-Falomir,. 1986b)~ en donde la capa~idad de 

absor-ción de agua generalmente excede al 100~ (v/p) de pr-oteína, 

mientr-as que la fr-acción proteinica tipo 119 presentó aún menor-

capacidad de: absor-ción de agua (0. 13 mL 1 g pt-ot.eína) 

fr-acción r-ica en pr-oteia tipo 119. 

Hutton y Campbell (1981> sugir-ier-on que un factor- de 

gr-an impor-ta.ncia par-a la int.er-acción agt~a y pr-oteína que ocurre en 

el atrapamiento fisico que r-ealiza la proteína sobre el agua en el 

fenómeno de: absorción de agua, incluye a la conformación 

pt-oteínica,. estr-uctur-a proteínica y peso molecular- <Nakai y 

Li -Chan, 199'3; Walstra y De Roos,. 199:3) y la pr-esencia o at~sencia 

de car-bohidr-atos hidrofilicos expuestos <Idouraine y col •• 1991>. 

Todo esto podr-ia explicar el por- qué la fr-acción r-ica en pr-oteina 

tipo 119 tuvo muy poca absorción de a9t~a cc•rno se obset-vó en la 

Tabla 20. Esta fracción ttwo un 42~ de pr-oteína cr-uda <N x 5. 85> y 
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al parecer el resto lo constituyen carbohidratos <resultados 

similares a los reportados por Marcone y Yada en 1991>, y por su 

1 

comportamiento durante la extracciór. se pudo Sl.~get·ir un complejo 

proteina-carbohidrato reportado por Burova y col. (1992). Est.e 

complejo limitó el desdoblamiento tanto de los carbohidratos como 

el de las proteinas <Idouraine y co,l. 1991; Nakai y Li-Chan, 1993; 

Walstra y De Roos,. 1993), a su vez ,limit-ando el atrapamiento de 

moléculas de: agua que en este caso 'la capacidad de· absorción de 

agua fue de 0.13 mL/ g proteina. Por otra parte se puede observar 

en la misma Tabla que la proteina tipo. 118 incrementó su capacidad 

-de absorción de agua al eliminar los carbohidrat.os de .la fracción 

rica en proteina tipo 118. Sin embargo aún este valor (0.80 mL/g 

prot.eina> fue bajo. Hutton y Campbell ( 1981> rel acionar·on 

previamente este comportamiento con una estrl.~ct.ura molecular 

globular no desnaturalizada, debido a que la desnaturalización 

proteinica logra la transici6n de un dominio globular en la 

proteina a un sistema de conformación al azar, permitiendo la 

exposición de cadenas ·de aminoá.cidos, interactuando de esta mat·Jet·a 

con el medio ambiente y permitiendo a S'-~ vez una mayot· absorciót·¡ 

de agua. 

Con lo que respecta a la capacidad de absorción de 

aceite cuyos resultados se presentan en la misma Tabla <Tabla 20), 

la fracción rica en proteina presentó una capacidad de absorción 

de aceite m~:nor estadísticamente (p < O. 05) que la presentada por 

la fracción de protei na tipo 118, lo cual indica una estruct.ura 

má.s lipofilica que FRP 118 <Idouraine y col. 1991>. 

Tanto la fracción rica en prot.eina como la fracción de 

proteina tipo 118 tuvieron una mayor capacidad de absorción de 
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aceite que las globulinas de frijol tepary y que los aislados 

proteínicos de soya <0.83-1.36 roL/~ proteína y 0.96-1.14 mL/ g 

proteína~ respectivamente> <Idouraihe y col. 1991), similares a 

algunos aislados.proteínicos de cártamo <2.27-2.44 mL/ g proteía> 

<Paredes-López y Ordorica-Falomir~ t986b; Ordorica-Falomir~ 1988) 

y .de harina y aislados proteínicos ~e soya <2.4 mL/ g proteía) y 

de ajonjolí <2. 3 mL/ g proteína> report.ados por Bernat-di Don y 

col. (1991> y por Inyang y Nwadimkpa (1992) respectivamente, pero 

inferiores a los resultados de la c~pacidad de absorción de aceite 

de las albúminas de di~ersos materiales (Sathe y Salunkhe, 

Canella y col.,. 1985; T jahjadi y col.~ 1988). 

1981; 

Diversos estudios <Idouraine y col., 1991; Morr y Ha,. 

1993; Nakai y Li-Chan, 1993; Walstra y De Roos, 1993) hat-• 

demostrado que la diferencia de la capacidad de absorción de 

aceite con respecto a la capacidad de absorción de agua en 

globulinas, se debe a la presencia de un gran número de cadenas no 

polares en la estructura, lo ct~al faci 1 i t.a la absorción y unión de 

estas cadenas con los lípidos <Inyang y Nwadimkpa, 1992). 

Por lo tanto,. se ha report.ado que al disminuir la 

viscosidad del aceite, ést.e puede penetrar en la muest-ra con mayor 

facilidad y gracias a las cadenas no polares de las prot.eínas se 

logró este incremento, cuestión no similar para la absorción de 

agua. De igual manera se ha reportado un incremento en la 

capacidad de absorción de aceite al someter las proteinas a la 

acción de proteasas de bact.erias, no así de hongos ya qt~e al 

parecer fraccionan las cadenas polipeptidicas liberando los 

enlaces hidrofóbicos pero en forma no muy drástica <Bernardi Don y 

col., 1990). Por todo lo anterior, se reiteró la sugerencia d& la 
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naturaleza globular de las prote~nas y del complejo proteina 

globular cc•n carbohidratos <Burova y col., 1992>. 

6.5.3. Capacidad de Formación y Estabilidad de Espuma 

En la Tabla 21 se presentan los valores obtenidos para 

la capacidad de formación de espuma de la fracción rica en 

proteina tipo 118, la proteina 118 y el aislado comercial de soya 

<Olivares-V~zquez, 1989>, en función del pH. Las fracciones 

proteinicas presentaron valores máximos de formación de espuma a 

pH 2 y pH e. Pese a que la fracción rica en proteina 118 de 

amaranto tuvo valores minimos de formación de espuma a pH 4 y pH 

6, en la fracción protei ni'ca 118 

comportamiento distintivo, en donde 

definitivamente hubo 

a pH 4 la capacidad 

un 

de 

formación de espuma fue minima (10/!) mientras que a pH 6 hubo lm 

incremento c:onsiderable ( 154/.) 16 veces superior al presentado a 

pH 4. Se puede observar ql~e en el caso del aislado comercial de 

soya se presenta un comportamiento similar a la fracción rica en 

prot.eina tipo 118 en donde se muestra un rninimo de capacidad de 

formación de~ espuma a pH 6 y un incremento de la misma a pHs 

extremos, si mi lar a su vez al comportamiento present.ado por el 

aislado proteinico de soya cc•mercial de Ordorica-Falc•mir < 1988). 

El comportamiento de la estabilidad de espuma en función 

del pH de lc:t fracción r.ica en porteina 118 con respecto a la 

proteina tipo 118 fue estadisticarnente diferente (Tabla 22>. La 

fracción rica en proteina 118 presentó una minima estabilidad 

(19.8) a pH 4 siendo similar estadisticamente (p < 0.05= a los 

valores presentados a pH 6, pH 8 y pH 10, mientras que a pH 2 

presentó su máxima estabilidad. Cabe hacer mención que a pH 2 
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Tabla 21. Efecto del pH sobre la capacidad de formaci6n de 

espuma de proteinas de amaranto y •...rn aislado comercial 

de soya 
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del pH sobre la capacidad de formación de espuma 

proteínas de amaranto y un aislado comercial de soya 

2 84. O + 1 - O. O a 98.3 + 1- 2.4 e 

4 54.7 + 1 - 2.3 ak 10.0 + 1- 2.8 d 

6 54.0 + 1- 2.0 ak 154. 1 + 1 - 15.8 g 

8 67.3 + 1 - 2.3 b 220. O + 1 - O. O i 

10 63.3 + /-3.0 b 200. o + 1 - o. o h 

12 n.d. 115.5 + 1- 12.2 f 

a 1 Promedio de tres repeticiones + /- desviación estándar 
b 1 Olivares - Vázquez ( 1989 ) 

51.5 + 1- 10.2 

51.9 + /- 7.7 

28.8 + /- 2.3 

40.9 + 1- 7.2 

41.8 + /- 2.3 

45.5 + /- 4.8 

n.d. ::::: No determinada 
e 1 Los valores para el aislado comercial de soya no se incluyeron en el 

análisis estadístico 
Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( p < 0.05) según la prueba de Tukey 



Tabla 22. Efecto del pH sobre la estabilidad de espuma de 

proteinas de amaranto y un aislado comercial de soya 
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del pH sobre !a estabilidad de espuma de proteínas 

de amaranto y un aislado comercial de soya 

2 45.9 + 1 - 1 . 3 be 60.4 + 1 - 3.1 f 

4 19.8 + 1-2.4 a 0.0 e 

6 22.4 + 1 - 1 .8 a O. O e 

8 21.6 + 1- 0.8 a 3.6 + 1-0.6 d 

10 22.8 + 1- 0.4 a 2.0 + 1-0.7 d 

12 n.d. 44.3 + 1 - 1 . 7 eb 

a 1 Promedio de tres repeticiones + 1 - desviación estándar 
b 1 Olivares - Vázquez ( 1989 ) 
n.d. = No determinada 
e 1 Los valores para el aislado comercial de soya no se incluyeron en el 

79.6 + 1-6.9 

54.5 + 1-8.6 

29.5 + 1-7.3 

43.5 + 1-7.0 

53.2 + 1-2.4 

44.9 + 1- 10.5 

análisis estadístico 
Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( p < 0.05) según la prueba de Tukey 



tanto presentó su máxima capacidad :de formación de espuma corno su 

máxima est~bilidad. 

Por otra pat-te,. la pr1oteina tipo 118 de amaranto 

presentó su minima estabilidad a pH 4 y pH 6,. seguido por pH 8 Y 

pH 10 con una rninima diferencia estadistica (p < 0.05),. mientras 

que a pH 2 preser.tó su· máxima estabilidad,. aón superior que el 

valor · reportado en la misma tabla CTabla 22) para la fracción 

rica en proteina tipo 118. En este caso,. se obtuvo una máxima 

capacidad de: formación de espuma a pH 8 pero con una minima 

estabilidad. 

En forma general el aislado comercial de soya 

<Olivares-Vázquez, 1989) tuvo una mayor estabilidad en función de 

cada pH que las fracciones proteinicas del amaranto. 

Al igual que la mayoria de las propiedades funcionales,. 

la capacidad y est.abi 1 idad de esP•-~ma de un proteina depende de 

muchos factores (Ordorica-Falomir, 1988),. estos incluyen la fuente 

de proteina <Idouraine y col.,. 1991; 8hen,. 1991ab),. mét-odo de 

preparación <Paredes-L6pez y Ordorica-Falomir,. 1986b; Bernardi Don 

y col.,. 1991; Idouraine y col ... 1991; Tasneem y Prakash,. 1992) .. 

composición <Morr y Ha,. 1993; Nakai y Li-Chan,. 1993; Utsumi y 

col.,. 1993; Walstra y De Roos, 1993).. solubilidad <Nakai Y 

Li-Chan,. 1993; Walstra y De Roos, 1993),. concentración,. 

temperatura <Ordorica-Falomir, 1988; Idouraine y col ... 

pH y 

1991; 

Walstra y De Roos, 1993) y presencia de sales,. azúcares,. lipidos,. 

entre otros <Yuno y col.,. 1988; Baniel y col ... 

Prakash,. 1992). 

1992; Tasneem y 

U1"la de las caracteristicas que deben t.ener las proteinas 

para que pu•edan formar gran cantidad de espuma y con buena 
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estabilidad~ es un cierto grado de desnaturalización superficial 

con lo cual se favorecen las inter~cciones proteina-proteina y se 

aumentan la fuerza de cohesividad entre las proteinas que forman 

la pelicula de las espuma~ sin llegar a una desnaturalización 

completa con lo cual provoca una pe'licula frágil permitiendo que 

los glóbulos de aire se colapsen <Walstra y De Roos~ 1993) y séa 

minima la estabilidad. Al respecto~ diversos autores procuran una 

desnaturalización parcial de sus proteinas~ impidiendo la 

asociación ele las mismas nuevament~ a través de polisacáridos o 

grupos afines ya séa a través de enlaces hidrofilicos o bien 

covalentes <S-S>~ dejando de esta manera una fase hidrofóbica 

minima en el interior de las moléculas proteinicas <Yuno y col.~ 

1988; Baniel. y col.~ 1992; Tasneem y Prakash~ 1992; Walstra y De 

Roos~ 1993>. 

Lo anterior a su vez podria explicar el por qué la 

proteina t.iene una gran capacidad de formación de espuma pero Lma 

nula estabilidad suponiendo que esto se logra debido a que la 

proteina vuelve a obtener su forma globular~ mientras que la 

fracción rica en proteina tipo 11S gracias a la presencia de 

carbohidratos mantiene tanto capacidad de formación de espuma como 

estabilidad de la misma~ casi en forma constante en función de los 

distintos pHs.-

130 



6.6. DIGESTIBILIDAD IN VITRO 

En la Tabla 23 se detallan los resul t.ados de la 

digestibilidad in vitro de la caseina como proteina de referencia 

y de la prot.ei a 11S de las globul inas de amaranto~ donde las 

globulinas tipo 11S mostraron un 86.6r. de digestibilidad muy 

cercano al de la casei na con un 89. 2r. resul t.ado de gran 

importancia si se considera a las globulinas tipo 11S de amaranto 

como una p rc•tei na potencia 1 en 1 os a 1 i mentos. 

El análisis quimico de una proteina~ su funcionalidad y 

digestibilidad in vitro aportan un valor nutritivo intrínseco sin 

embargo depe!nden a su vez de una serie de factores corno: presencia 

de factores antinutrimentales~ digestibilidad verdadera y aparente 

y evaluación del balance de nitrógeno para obtener un valor 

biológico de la proteina en estudio~ por lo tanto se hace 

necesario llevar a cabo tma evaluación nutriológica de la fracción 

tipo 11S. 
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Tabla 23. Valores de digestibilidad in vitro de la caseina 

y globulinas tipo 118 de amaranto 
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ores de digestibilidad in vitro de la caseína y globulinas 

tipo 11 S de amaranto a 

. . . . . ~ : 

Material Digestibilidad ( 0/o ) 

Caseína 

Globulinas tipo 
11 S de amaranto 

89.2 + 1 - 0.3 b 

86.6 + 1 - 0.3 e 

a 1 Promedio de dos repeticiones + 1 - desviación estándar 
Las medidas en columna con la misma letra no son estadísticamente 
diferentes ( p < 0.05 ) según la prueba de Tukey 



' 7. CONCLUSIONES 

Como conclusión se t.iene que se lo·;:wó un método simple 

para la extracción de la fracción tipo 118 de las globulinas de 

amaranto. El método emplea la solubilidad de las proteinas y de 

los carbohidratos presentes a través del manejo de pH CS-8.5~ 7> y 

temperatura <Tamb.~ 40°C~ 37°C y 4°C). El tratamiento enzimático 

no fue efectivo~ debido a que los carbohidrat.os pt-esent.es~ no 

estaban enlazados a nuestra ft-acci6n. El descenso 1 igero de la 

temperatura (de 40°C a 37°CJ, al igual que el descenso ligero de 

pH (de 8.5 a 7.0>~ logró la precipitación de la proteina 118. 

También se puede reiterar~ qt~e la caracterist.ica de la solución 

extractante, determina en forma considerable la estructt~ra~ 

estabilidad y caracteristicas propias de las globulinas 118. De 

los resultados presentados en este trabajo se puede proponer que 

la fracción extraida en el present.e trabajo, denominada globul ina 

tipo 11S~ puede ser un miembro altamente conservado de la familia 

de las globulinas 118 presentes en otros materiales debido al 

patrón electroforético caracteristico que presentan con y sin 

reducción de tos puentes disulfuro. 
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