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1. RESUMEN

Las globulinas de las proteinas de reserva del grano de
amaranto Amaranthus hypochondriacus L., fueron extraidas mediante
2l empleo de clorurc de calcio (CaClz) 10 mM, a un pH entre 8-8.3
y modificando la temperaturas a lo largo de método de extraccidn,
enmpleando temperatura ambiente, 40 °c y posteriormente a 4°C. El
porciento de protefina 115 en las gleobulinas de amarantoc se vio
fuertemente influenciado por las condiciones de extraccidén. No
obstante, bajo el métado de estraccién desarrollado en el presente
trabajo se logré obtener la proteina 115 como la fraccidn
mayoritaria representande un 18 % de las proteina total del gtano
y un 90.7% del total de globulinas. La proteina 115 fue estudiada
por electoforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) sin vy con reduccidh
de los puentes disulfuro, exhibiendo un patrén electoforético
similar a las proteinas tipo 115 en otros materiales. La
electroforesis nativa mostré una banda dnica de la fraccidnm 115 en
estudic. Esta fraccién mostré una masa molecular aparente de 389
kDa mediante cromatografia de filtracidn =1e} gel. Par
ultracentrifugacidén se determinéd una constante de sedimentacidn de
11S. La solubilidad de la fraccidén 115 mostré un minimo a pH 6, la
capacidad de absorcién de agua fue minima, de igual manera la
formacisn de espuma a pH cercanc a 6 se mostrd reducida, en donde
no se cbtuvo estabilidad de la espuma formada. E1 valar de
digestibilidad de la fraccidén 115 de 86.6 % se mostrd muy cercano
al valor correspondiente de la caseina de 89%9.2 X tomada como

parametro de referencia.



ABSTRACT

The 115 globulin of seed =storage protein of Amaranthus
hypochondriacus termed amarantin was isolated by calcium
chloride 10 mM, pH 2.0-3.5, and temperature treatments. This
fraction was studied by chromatographic techniques and
ultracentrifugation. The 115 globulin was analvyzed by sodium
dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
without and with prior reduction of disulphide bonds, and by
nondenaturing-PAGE. It exhibited an electrophoretic behavior
similar to that of 11S-like proteins in other materials. Its
apparent relative molecular mass was estimated to be 389 kDa by
gel filtration chromatography at low ionic strength.
Ultracentrifugation of the freeze-dried extract Jave a

sedimentation cornstant of 115,



2. INTRODUCCION

La biqtecnologia ha sido definiﬁa como uhna dis;iplina
moderna cuya técnologia implica el uso intensivo de la materia viva
y sus derivados -~células, tejidos, etc.- para la produccién de
bienes y servicios (Prentis, 19844). Esta ha tenido un gran
impacto en el sector alimentaric y nutrimental. El1 crecimiento
poblacional demanda diversidad de productos alimenticios de buena
calidad, abundantes, accesibles Yy que contribuyan
nutrioldgicamente en la salud humanai (Fukushima, 1985). La
biotecrnologia futura podria desempenar uwun papel estratégico a
través de ofrecer diferentes alternativas para satisfacer
parcialmente un sin ndmero de necesidades alimentarias (Dunnill,
1933).

Cabe decir que se ha prestado una atencidn especial en
el mejoramiento de la célidad nutrimental de 1los granos. Se ha
pretendido mejorar la calidad de la proteina, aumentar el
contenido proteinico, vy en algunos casos como en las leguminosas,
eliminar o reducir la presencia de factores antinutrimentales
(Olguin, 1985:; Paredes-Lépez y col., 1985; Deshpande, 19%2).

A pesar de que se cohoce el potencial alimentarioc del

grarno de amaranto debido a sus excelentes caracteristicas

agroalimentarias, no se sabe la razén cientifica de algunas de
ellas.

El grano de amaranto contiene de un 15 a un 184 de
proteinas con niveles aceptables de lisina, triptofano vy de otros

aminoicidos esenciales (Singhal vy Kulkarni, 1988; Duarte-Correa vy

col., 1989b).



Al igual que otras semillas dicotileddéneas, e1 amaranto
presenta dentro de sus protefinas de reserva la fraccidén globulinas
fproteinas‘ solubles en soluciones salinas) como wna de las
fracciones mayoritarias, estando presentes en un 20%4 del total de
las mismas. Existen estudios relativos a la fraccién globulinas de
amaranto, los cuales nos 1llevan al conocimiento de que estan
constituidas por proteinas oligoméricas que se pueden disociar a
su vez en mondmeros o bien en dos fraccicnes cuyos comportamientos
son similares a los que presentan otros materiales como la sova vy
el chicharo (Pencllette y Mossé 198333 Gorinstein 9 col., 1991;
Bartba de la Rosa y col., 19923 Olguin-Martinez, 1992), vy que se
harn englobado como protefinas tipo 75 y protefinas tipo 115.

Uno de los problemas principales de las glabulinas de
amaranto es el comportamiento de scolubilidad que presentan las
mismas debido a las diferentes soluciones extractantes y de
analisis con las que se han trabajado (Weolf, 19805 Miflin v col.,
1983; Payhe, 1923:; Higgins, 1985; Konishi y cecl., 193533 Teutdnico
y Knorr, 1935; Duarte-Correa y col., 19865 Paredes-lLépez y col.,
1992: Bressani y Garcia-Vela, 19903 Gorinstein y col., 19913 Barba
de la Rosa y col., 1992:; Olguin-Martinez, 1992; Rodriguez-Nester,
1992).

El presente estudic tomé como modelo 1la semilla de
amaranto resaltando la fraccidén globulinas de sus protefinas en
donde en general existe una falta de conocimiento acerca de las
condiciones de extraccidén y purificacién de sus fracciones vy
subunidades (Marcone y Yada, 19213 Paredes-lLépez vy col., 19883
Soriano-Santos vy col., 19913 Tena-Flores, 1991).

Debido a su complejidad, el comportamiento de algunas

caracteristicas basicas de las globulinas de amaranto, a través



d=l desarrollo de ‘un método de extraccién de una de las
subunidadeé de la fraccién globulinas \'4 asi mismo la
caracterizacidén parcial fisicoquimica, funcional digestibilidad in
vitro de este componente permitiria entender su funcidn en la
semilla. La caracterizacién de la subunidad tipo 115 ‘en las
globulinas de amaranto podria sugerir el pap=l funhcional vy
nutrimental a través de sus caracteristicas, en el entorno

proteinico del amaranto.



3.1.

3. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Conocer algunas de las caracteristicas bisicas de tipo

biogquimico, fisicoquimico vy funciocnhal de las glcbulinas tipo 11S

de amaranto.

3.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar un método de sxtraccidén de la fraccidém tipo 1185
de las glcobulinas de amaranto.

Caracterizar algunas de 1las propiedades bioquimicas v
funcionales de la fraccién tipo 115 de las globulinas de
amaranto, vy determinar su digestibilidad in vitro como

indicador de tipo nutrimental con 1lo que respecta a

biocdisponibilidad proteinica.

o]



4. REVISION DE LA LITERATURA

4.1. INTRODUCCION

lLLas protef{nas son componentes 'indispensables de todo
organismo vivo, y tienen como funcidén la de participar en procesos
enzimidticos inhibiteorios, de regulacidn, de reconocimiento,
transporte, almacén ~y estructura. Todas estas actividades
requieren de protefinas especi{ficas tanto en cantidad comoc en el
tipo de la misma. Estas caracteristicas se deben a la secu=sncia de
aminodcidos que la constituyen, va que las proteinas son polimeros
cuya unidad bisica estructural son los amincicidos, wnidos entre
si por medio de enlaces pertidicos (Navarro, 1291).

En las proteinas se pueden distinauir cuatro niveles de

organizacidén estructural, Jque dependen de la secusncia de
aminoadcidos que 1a conformai, derivando sus diversas
caracteristicas funcionales: estructura primaria que es la

secuencia lineal basica de los aminocAcidos, secundaria que implica
la organizacién de astructuras en tercera dimensidén de secuencias
de aminocicidos (Fig. 1), terciaria que involucra la organizacidn
tridimensional en una sola proteina de diferentes secuencias
lineales de aminocidcidos, cuaternaria que relaciona diversos
enlaces intra vy extra moleculares entre subunidades proteinicas,
cligoméricas o de cadenas maltiples (Lehninger, 1987). Asi pues,
es claro el percibir que en materiales vegetales diferentes se
tendran generalmente proteinas caracteristicas (Navarro, 1991).
Debido a su importancia como nutrimento, las proteinas
se han convertido actualmente en el principal foco de atencidn.

Los alimentos ricos en proteinas como la carne, leche, huevo, y el



Fig. 1. Estructura primaria y secundaria de las proteinas
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pescado, son inaccesibles en la mayoria de los paises, sobre todo
en aquéllos que estan en vias de desarrollo, la produccidén es muy
costosa y de dificil adquisicidén (Lasztity, 19843 Paredes-Lépez vy
col., 1985; Deshpande, 1992).

En la aétualidad e investiga 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, 19793 Betschart y col., 13313 Buéhuk, 1931
Paredes-Lépez vy col., 1985; Peschard y Viniegra, 1981). Se estima
que en los paises de menor desarrollo, los vegetales seguiran
siendo la fuente principal de proteinas por lo que existe la
necesidad de una mayor produccién agricola de cultivos capaces de
suministrar a la poblacién una ingesta balénceada y adecuada de
nutrimentos (Paredes-Lépez y col., 19853 Alfaro y col., 1987).

En busca de nuevas alternativas de alimentos nutritiveos
y econdémicos, se han revalorado cultiQos antiguos apatrentemente
olvidados y que posiblemente son capaces de cumplir estos
requisitos en los paises en vias de desarrollo (Irving y col.,
1981; Rodriguez-Nester, 1992).

En México se carece de estudios sistematicos sobre los
numerosos recursos vegetales y animales que habitan en el
territorio nacional. E1 conocimiento cientifico de un cultivo

prehispinico como el del amaranto, cuyo contenido proteinico

(14.5%) mayor al de 1los cereales (7.5-12.3%) (Tabla 1),

indicadores de tipo nutrimental como su valor bioldégico (62-877X),
digestibilidad (69-90%), etc. (Tabla 2), han atraido la atencidn
de algunos grupos de investigacién (Sanchez Marrogquin, 19803
Saunders y Becker, 19843 Flores vy col., 1986-1987; Bressani vV

col., 1987; Pedersen vy col., 1987abs Nielsen y col., 1988; Singhal



Tabla 1. Composicidén quimica del amaranto comparado con otros

cultivos convencionales
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‘Humedad

(%)

15.8b

Proteina

Grasa

mposicién quimica del amaranto comparado con
otros cultivos convencionales

de nitrégeno

Cenizas Extracto libre * Fibra

‘Amaranto 8.0 6.2 3.4 61.7 4.9
Trigo 12,5 12.3¢ 1.8 1.7 69.1 2.6
Maiz 13.8 10.3d 4.5 1.4 67.7 2.3
Arroz 11.7 8.5d 2.1 1.4 75.4 0.9
Sorgo 11.0 12.3¢ 3.7 1.9 69.2 1.9
Mijo 11.8 9.9 2.9 25

Cebada 9.8 11.6 2.0 2.1 — e
Centeno 11.0 12.1 1.7 1.8 ——
Soya 8.1 47.0 21.2 5.0

Frijol 12.0 22.0 1.0 35.6

Lenteja 12.2 23.8 1.0 532 U
Garbanzo 9.9 20.2 57 500 7
NG e D Nweas T Syt oo sevner Moo 220



Tabla 2. Caracteristicas nutrimentales de las proteinas de

ocleaginosas, trigo vy amaranto

11



proteinas de algunas

Aracteristicas nutrimentales de |

Semilla_
Ajonjoli 36 - 42 83 - 86 27 - 36 05-2
Girasol 60 - 65 73 -90 47 - 53 2
Trigo 62 91 57 1
Amaranto 62 - 87 69 - 90 42 - 77 1-3

BV = Valor bioldgico

D = Digestibilidad

NPU = Utilizacion neta proteinica

PER = Relacion de eficiencia proteinica

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



y Kulkarni, 1988; Paredes-Lépeaz y col., 1389; Laquez de
Mucciarelli vy col., 1990; Andnimo, 1971).

El mafiz y el frijol representan las fuentes Principales
de alimentacidn y por excelencia de proteinas vegetales de los
mexicanos. Desafortunadamente sus proteinas carecen de algunos
componentes que son esenciales como los aminoicidos lisina v
triptofano (Tabla 3) y en consecuencia hay que ingerirlos mediante
los alimentos (Akpapunam y Markakis, 1921 Paredes-Lépez y col.,
19333 Pedersen y col., 1987 ab; Singhal vy Kulkarni, 19882;
Goristein y col., 1991; Deshpande, 1992: Reyas-Moreno, 1992).

Nuestros antepasados consumian tanto la planta como los
granos del amaranto, que contiene entre las mejores proteinas
vegetales en términos nutrimentales que la naturaleza le ha dado
al ser humano (NRC, 1994; Saunders y Becker, 1984; Flores vy
Teutdnico, 19863 Vietmeyer, 19823 Paredes-Lépez vy col., 1930).

Por otra parte el amaraﬁto &S un drano que debido a sus
scbresalientes caracteristicas nutrimentales, bajo contenido de
factores antinutrimentales como tanincs (0.04-0,227%), adcido
ox4dlico (0-610 mg/1009) y Acide fitico (0.5-2.24%) (Tabla 4), v a
su gran versatilidad como alimento tienen un alto potencial como
ingrediente (Betschart y col., 1979; Becker vy col., .1981; NCR,
19843 Saunders y Becker, 1984; Calderdn de la Barca y col., 1985;
Teutdnico y Knorr, 1935; Duarte-Correa y col., 19863 Alfaro vy

col., 19873 Lvon y Becker, 19873 Singhal vy Kulkarni, 1988; Barba

de la Rosa, 1989, Rodriguez-Nester, 1992).

En México, el cultivo de amaranto se realiza en pequela
escala en algunos estados de la Republica como: Guerrero, Marelos,

Daxaca, Puebla y Tlaxcala (Andnimo, 1921), v se consume

12




Tabla 3. Comparacidn del contenido de aminodcidos ssenciales

=n proteina total de diversos cultivos
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proteina total

mparacion del contenido de aminoacidos esenciales en
de diversos cultivos

- (mg /g de proteina )

‘MaizP

Trigo®

Frijol®

3Amarantoa FAO

a) Nx 5.85

Arginina 9.3 4.8 6.1 8.1

Histidina 3.0 2.3 4.8 2.7 1.6

Cisteina 2.3 2.4 6.7 3.9

Fenilalanina 4.4 4.3 54 4.8

Isoleucina 3.5 3.5 54 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 55

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 Glutamico 18.9 33.5 17.7 16.6

Treonina 3.3 2.6 4.3 4.6 4.0

Acido Aspartico 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 45 5.8 4.4 50
b) Nx 6.25 C) Nx 5.7 FAQ, 1986; Pedersen ycol., 1987; Singhal y Kulkarni, 1988:

Paredes-Lépez y col.,

1990; Gorinstein y col., 1991



Tabla 4. Coritenidos de taninos, acido oxadlico v Acido fitico

de algunas especies de amarantoc y otros gratios
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Taninos - . Ac. Oxédlico Ac. Fitico

(%) - (mgHo0g) (%)
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
Maiz 6 0.11
Trigo 0.17 8 0.84

Calderdn de la Barca y col., 1985; Teuténico y Knorr, 1985;
Duarte - Correa y col., 1986



principalmente en forma de "alegria” (Fig. 2) (amaranto reventado
o tostado mezclado con miel o piloncillo) en algunas regiones del
Pais la semilla se usa en la elaboracidén de alimentos tipicos como
pinole, tamales y atole (Sanchez-Marroquin, 1930; Becker v col.,
19813 Paredez-Lépez y col., 1985y Singhal vy kKulkarni, 1988;
Rodriguez-Nester, 1992).

El amaranto pertenece a la familia Amarantaceae la cual
comprende mas de &0 géneros y aproximadamente 200 especies de
plantas herbaceas, monoicas o© dicoicas, anuales o perennes de
amplia distribucidén, aungue no muy abundantes en numero, de
regiones tropicales, subtropicales Yy templadas de ambos
hemisferios, cuyas caracteristicas de cultivo se presentan en la
Tabla 5. La mayoria de los represeﬁtantas del génarc Amaranthus
son malezas y poseen un rapido desarrollo vegetativo debido a que
la ruta fotoéintética C4, cuyo primer Prﬁducto fotosintético es un
compuesto de cuatro carbonos. Este proceso técnicamenté llamadc la
via C4 de fijacidn de carbone, lo emplean sélo un ndamero  limitado
de plantas de rapido crecimiento como por ejemplo el sorgo, maiz,
y cata de azdcar. Las plantas Ce aprovechan la luz eficientemente
y tedricamente exigen sdlc la midad de agua gque otras plantas, a
su vez, utilizan en forma dptima el didxido de carbdno (CO2)
atmosférico al concentrarlo en c€lulas especializadas alrededor
{del haz vascular, disminuyendo as{ 1la pérdida del mismo por
fotorrespiracidn, lo que deviene en una mayor proporcidn de C0Oz
convertido en carbohidrato que en las plantas Ca ordinarias. La
ruta Cs4 es particularmente eficiente en condiciones extremas como
temperaturas elevadas, luz intensa, baja humedad y tierras secas
de 600 a 800 mm de lluvia por alo (Becker y col., 192213 Vietmevyer,

1982; Bressani vy col., 1937 Singhal v Kulkarni, 19883;

15




Fig. 2. Ilustracion de las alegrias

16







Tabla 5. Caracteristicas generales de algunos cultivos de

oleaginosas, quirnua y amaranto
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Aracteristicas generales de algunos cultivos de
oleaginosas, quinua y amaranto

Cartamo  Ajonjoli Girasol - Quinua = Amaranto

Longitud de la
planta (m) 0.3-2.0 06-3.0 0.7-86.0 0.7-3.0 0.8-28

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

Rendimiento del
grano (kg/Ha) 500-3000 500-2200 1120 - 2500 350 - 1800 600 - 3000

Tiempo de flo-

racion (dias ) 75 - 234 21-49 51-70 nr. 26 - 92

Diametro de la

semilla (mm ) 6-9 0.9-21 10-25 1-26 09-17

Peso hectolitrico

(kg/hL) n.r. n.r. n.r 64 - 67 76.9

Peso de 1000

semillas (g) 40 - 70 2-4 37-90 25-26 05-18
n. r. = No Reportado Becker y col., 1981; NRC, 1984; Saunders y Becker, 1984;

Teutonico y Knorr, 1985; Duarte - Correa y col., 1986



Mora-Escaobeda y col., 19903 Andnimo, 1991:; Rodriguez-Nester,

1992).

4.2. PROTEINAS DE RESERVA DE AMARANTO
Las protefnas vegetales pueden clasificarse dependiesndo
de su morfologia, con base en sus funciones bioldgicas, de acusrdo
a su solubilidad v con base a su composicidén quimica (fabla 6).
Desde el punto de vista funcional, las proteinas de las semillas
puedenn clasificarse en dos categarias: las protefinas de
mantenimiento vy las de reserva. Las primeras, son esenciales para
=1 metabolismo celular y comprenden a las proteinas estructurales
vy metabdlicas. Las segundas corraesponden a una fraccidn
polipeptidica aparentemente inerte vy compartamentalizada, con
relativamente pocos grupcs de proteinas aunque en concentraciones
eievadas (Segura-Nieto, 19913 Rodriguez-Nester, 1992).
| Las proteinas de reserva se pueden definir como
cualquier protaina acumulada en cgntidades significativas durante
el desarrcllo de la semilla, almacenadas en cuerpos proteinicos
también denominadas aranulos de proteina o granos de aleurona que

sch inclusiones celulares en que se depositan hasta un 60 a 80X de

estas proteinas en la semilla madura {Restrepo-Osorio, 1979;
Pernollet y Mossé, 19833 Schroeder, 1984; Gorinstein, 1993).
Durante la germinacién estas proteinas se hidrolizan rapidamente
para proveer el nitrogéno reducido vy el carbdén necesario para el

crecimiento de la plantula {Segura-Nieto, 1991).

La calidad nutrimental de una cosecha esta dada por el
tipo vy la concentracién de la proteina de reserva de los granos. A

su vez, la calidad de la proteina de reserva del grano, dependeri

18




Tabla 6. Tipos de clasificacidn que reciben las proteinas

vegatales
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Conbase asu Conbasea . . De acuerdo a. Con base a su

‘morfologia - sus funciones solubilidad Ccomposicion
biologicas : quimica
Proteinas del . Albuminas
endospermo Metabolicamente Proteinas
- citoplasmaticas Globulinas simples
Proteinas de la - enzimas
membrana de - De membranas Prolaminas Protein.as_
aleurona ribosomales . complejas:
] - De regulacion Glutelinas - Llpoprotelpas
Proteinas del - Glicoproteinas
embrion Proteinas de - Nucleoproteinas
reserva: - Haloproteinas
- De bajo peso
molecular
- De alto peso
molecular

( Lasztity, 1984 )



del contenido y el balance relativo dé los aminoacidos esenciales
que la constituyen (Bietz, 197%; Segura-Nieto, 1991).

No se ha aclarado el origen de los cuerpos proteinicos.
La opinidn generalizada es que son de origen dual, parcialmente
formadas de vacuolas subdivididas 4 parcialmente por la
coalescencia de vesiculas que contienen las protefinas, bien
derivadas del reticulo endoplasmatico o via aparato de Golgi
(Boulter, 19383:; Gorinstein, 1993). En 1los cotiledones de las
leguminosas, los cuerpos proteinicos estan embebidos en los
granulos de almidén y se han descrito como orgarelos de enlace
membranal, de poCcos micrémetros de diametro, conpuestos

principalmente por proteinas de reserva Vv fitatozs (Wolf, 13803
Pernollet y Mossé, 1933).

Las proteinas vegetales pusden clasificarse de acuerdo a
su solubilidad en: Albdaminas, globulinas, prolaminas y glutelinas
(Tabla 7) (Bietz, 1979).

En los cereales existe una relacidn inversa genaralizada
entra el rendimiento de un grano Yy 3Su contenido de proteina
(Payhe, 1983). Los granos de trigoe y avena son los mas ricos en
proteina (12.3 y 16.2% respectivamente), mientras que los de maiz
y arroz (8.9 y 7.5%4 respectivamente), son los mas pobres en ella
(Saunders v Becker, 19843 Sanchez-Marroquin y cal., 19863 Signhal
y Kulkarni, 1988). Las leguminosas ¥ las oleoginosas. contienen
mucha mas proteina que los cereales (Betschart, 1979;
Paredes-Lépez y Qrdorica-Falomir, 1986). raramente menos del 2043
la soya por otro lado, contiene mas del 30% de proteina.

Los cereales se caracterizan por presentar

principalmente prolaminas y glutelinas como proteinas de raserva

20




Tabla 7. Proteinas de reserva y sus agentes extractantes
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Clasificacion - Solubilidad.
Soluciones
Albuminas y salinas
Globulinas
Soluciones
_ alcohdlicas
Prolaminas al 70 %
Glutelinas 1% Acido
. acético
(de trigo ) + propanol
Residuo Agentes
reductores

Bietz, 1979; Byers y col., 1983



(Bietz, 1979: Bushuk, 1981; Payne, 1933; Higgins, 19235) En el
resto de las angiospermas, las semillas contienen principalmente
albdminas vy élobulinas (Rodr{guez-Nester, 1992), predominando las
globulinas en las leguminosas (Higgins, 1983) como se muestra en
la Tabla 8 (Brocks vy Morr, 1985: Fukushima, 1391ab; Saio vy
Watanabe, 1973: Wolf, 1980). También cabe mencionar que las
protefinas de reserva en las leguminosas, aparecen frecuentemente
con uha composicién cercana a la compgsicién del huevo que se toma
como estandar, excepto por los aminoicidos azufrados tParncllet vy
Mossé, 1983).

Los granos de amaranto contienen del 14.3 .al 184 de
proteina con un nivel aceptable de lisina, triptofano Y
amincAcidos azufrados, los cuales se encuentran en proporclionas
bajas en cereales y leguminosas (Teutdnico v Knorr, 1985;
Paredes-Lépez y col., 1988; Bressani vy col., 1989; Barba de la
Roca vy col., 1992). Con respecto a sus proteinas de reserva, en el
caso del amaranto existe discrepancia en cuanto a la proporcidn
que presenta de albdminas, gleobulinas, prolaminas y glutelinas.

Algunos autores mencionan que las globulinas son 1los componentes

mayoritarios (Konishi y col., 1985: Gorinstein y col., 1991),

otros consideran que la fraccidén mavoritaria la conforman las

glutelinas (Paredes-Lépez ¥y col., 1988; Bressani y Garcia-Vela,
1990) y por dltimo existen reportes indicando que las albdaminas

son la fraccién predominante (Duarte—-Correa V¥ col., 1986;

Segura-Nieto y col., 1392).

ce




Tabla 8. Contenido relativo de las protefinas de reserva en

di ferentes semillas
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gntenido relativo de las proteinas de reserva
en diferentes semilias

% de la proteina total

“Albuiminas . Globulinas Prolaminas Glutelinas
Cereales
Trigo 3-5 10 69 16
Maiz 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
Chicharo 21 66 - 12
Cacahuate 15 70 10
Amaranto 36.4 20.5 1.2-3.1 21.3-294

Bushuk, 1981; Paredes - Lopez y col. 1990



4.3. GLOBULINAS DE AMARANTO

En el amaranto, las globulinas estan presentes en un 20%
o mAs en el grano, y han sido el foco de estudio para su
caracterizacidn fisicoquimica (Konishi y col., 1933; Paredes-Lépez
y col., 1988; Qlguin-Martinez, 193923 Paredes—Lépez y col., 1993).
Las glcbulinas de amarantc aparaecen como proteinas compuestas de
subunidades, las cuales se separan bajo una va?iedad de
condiciones (Wolf, 1930).

En los primeros trabajos al respecto, Konishi vy ccl.
(1985) sugirieron gue las glcbulinas de amaranto podrian estar
compuastas por protefinas cligoméricas (Marcone y Yada, 12991), que
=e disocian a su vez en mondmeros de pH alcalinos; para esta
fraccidn se reportd una proteina tipo 115 cuyo coeficiente de
sedimentacién fue de 12.75. Barba de 1la Rosa vy col. (1992) v
Segura-Nieto v col. (1992), por otro lado, sugirieron que las
globulinas de émaranto podrian estar compuestas de dos fracciones,
una tipo 75 v otra tipo 115. Debido a la complejidad de 1la
proteina, es necesario fraccicharla antes de 1llevar a cabo

estudios detallados de las mismas.

4.4. PROTEINAS TIPO 7S Y 11S

A finales del siglo pasado y a principios de éste
Osborrne (1924), propuso la distincidn de dos tipos de globulinas
en chicharo: la legumina y 1la vicilina, distincién que se ha
extendido a numerosas especies de leguminosas. Los primeros rasgos
distintivos de las 4globulinas de chicharo han servido como
parametro de comparacidn para otros materiales (Tabla Q)

(Perriollet y Mossé, 19333 Lasztity, 1284).
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Tabla 9. Caracteres distintivos de las fracciones 75 y 115

de las globulinas en chicharo
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Caracteristicas

Coeficiente de
sedimentacion

Masa molecular

Solubilidad en
solucién salina

Temperatura de
coagulacion

Cantidad de
nitrégeno y azufre

de las globulinas en chicharo

~ Vicilina

7S

200 + - 50 kDa

mas soluble

menor
menos estable

menor

Legumina

11S

300+ - 400 kDa

menos soluble

mayor
mas estable

mayor

Pernollet y Mossé, 1983



Existen dos grupos' de proteinas en la fraccidén
globulinas que se distinguen por su tamalio y contenido de
azucares. El1 primer grupo, lo forman proteinas de menor tamaio,
generalmente formado por trimeros de subunidades gliceosiladas con
coeficientes de sedimentacién entre 78 Y 95, y masas moleculares
de 150 a 200 kDa, por lo que se conocen como proteinas tipo 75. El
segundo grupo lo fdrman proteinas hexaméricas de conztantes».de
sedimentacién entre 10.55 y 13.05, sus masas moleculares de 300 &
400 kDa, y generalmente no contienen carbohidratos. Este arupo =&
dencmina como tipo 115. La mayoria de las leguminasas contienen
los dos tipos de globulinas (75 y 115), aunque existen algunés
agpecies gque tienen exclusivamente una de las dos fracciones
(Perrnollet y Mossé, 1983).

No existe en la actualidad un sistema de nomenclatura
aceptado para nombrar a las fracciones de las glcbulinas tipo 75 vy
tipo 115, por lo tanto no se ha alcanzado una decisién final
acerca de la terminologia de las mismas. El sistema basado en una
aproximacién del coeficiente de sedimentacién, se ha empleado en
forma extensa y frecuente, o bien como proteina tipo vicilina vy
proteina tipo legumina respectivamente (Wolf, 1%80).

Algunos autores han utilizado para distinguir las
subunidades de la fraccidn globulinas, los términos a-globulinas y
f3-globulinas, pero aun asi, esta nomenclatura es especifica para
cada material. Por ejemplo Rajendran y Prakash (1988), denominan
a-globulinas a la fraccidn mayoritaria en el ajonjoli que es una
fraccién tipo 118 y p3-globulinas a la fraccién de bajo peso
molecular con coeficiente de sedimentacién 2S5, contrario a las
fracciones reportadas en otros materiales, donde a vy 3 globulinas

se especifican con diferentes caracteristicas. Por ejemplc en
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soya la clasificacién de las globulinas 75 se realiza a través de
asighar tres nombres diferentes f-conglicinina, fo-conglicinina v

y-conglicinina (Brooks y Morr, 1985).

4.4.1. Proteinas Tipo 75

La estructura de la vicilina ha sido investigada en un
pequeio numero de especies. Con respecto a su astructura
cuaternaria, frecuentemente se preserita como hamo o heterotrimero
(Fig. 3), algunas veces siendo posible su asociacién en hexameros.

En la semilla de soya, la estructura de p-conglicinina
la mayor de las tres conglicinas concocidas, ha sido mostrada como
uha glicoproteina (Fukushima, 1991b). Esta con=iste de trimeros de
masa molecular que va desde 140 a 1?5 kDa, formada por tres tipos
principales de subunidades denominadas a, a', vy 3 (Pernollet v
Moscsé, 1983). Cada subunidad tiene unc o dos grupos 4glicosilados
N-ehlazados v a su vez estian unidas entre si por medio de enlaces
no caovalentes (Fukushima, 1991b).

Pernollet y Mossé (1983), sugieren que el compartamiento
de la f3-conglicinina (75)en soya es similar al frijol con un
coeficiente de sedimentacidn aproximado a 35 ascciado en dimeros vy
y trimeros,al igual que otras tres variedades de frijol como el
cowpea, mienhtras que mencionan una altima variedad de frijol el
cual se compone de al menhos tres sybunidades diferentes con uJna
asociacién posible en heterotrimeros o tetrameros debido a su

asociacién con carbohidratos vy constituyéndase a su vez UWna

glicoproteina (Perniollet y Mossé, 1983).
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Fig. 3. Modelo estructural de la fraccidén 75
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4.4.2. Proteinas Tipo 1185

En contraste con las globulinas tipo 75, las globulinas
tipo 115 carecan de carbohidratos (Perncllet y Mossé, 1333). Las
globulinas tipo 115 también son complejos que consisten en seis
subunidades no idénticas. Cada subunidad estid compuesta de dos
compchentes polipeptidicos, uno con un punto isceléctrico basico
(18-28 kDa) y otro con un punto isoeléctrico Acido (29-395 kDa)
(Robert v col., 1983: Guéguen y col., 1983). Ambos pétidos estan
unidos por medio de un enlace disulfuro simple representado como
scido-S-S-basico (Fukushima, 1991). Se ha visto que la totalidad
de estos péptidos los cuales suman 12 subunidades se han agrupado
an dos hexAgonos idénticos situados uno sobre otro, de tal forma
que cada subunidad Acida esta asociada con  tres subunidades
basicas v viceversa (Fig. 4). En el caso de las glcbulinas 115 de
las leguminosas, de avena, ajonjoli y semilla de colza por nombrar
algunas, se tiene un coeficiente de sedimentacidn de 11-12.3 vy un
pesc molecular de 300-440 kDa (Perncllet y Mossé, 1983; Peng vy
col., 1984). .

Por otra ﬁarte, las globulinas de arroz se presentan
como excepciém a la estructura de hexagonos opuestos en donde 1la
unidad estructural de la molécula es un dimero (Fukushima, 1991).

Estudios anteriores han mostrado que al ectimar la masa
molecular de la proteina 115 de soya, a través de coaficiente de
sedimentacisdn, difusién y dispersién de la luz, es de 309 a 373
kDa. La varia&ién de masas moleculares reportadas es natural
debida a los distintos métodos de estimacidn, predominando los

pesos moleculares superiores o iguales a 350 kba {(Peng vy col.,

1984).
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Fig. 4. Modelo estructural de la fraccidn 1185
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Las proteinas de sova han sido estudiadas ampliamente,
la fraccién 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 115 =Tg} su

caracterizacién fisicogquimica (Peng y col., 1334).

4.4,2.1. Composicién de aminocacidos.

Los aminoicidos -esenciales son aquellos que los
organismos monogistricos no pueden sintetizar y que hecesitan
incluirse en su dieta diaria: leucina, isoleucina, lisina,
treonina, triptofano,‘fenilalanina, valina, metionina e histidina.
Las globulinas presentan la mayor cohcentracién de aminocacidos
azufrados (metionina y cisteina) vy aromiticos (fenilalanina vy
tirosina) (Duarte-Correa y col., 1986by Bressani vy Garcia-Vela,
1220).

En general, la composicién de amincacidos en la mayoria
de los granos no esti balanceada en amincicidos esenciales. Por
ejemplo las leguminosas como frijol coman, sova, lenteja,
chicharo, tienen un porcentaje adecuado de Proteiné (22-47%)
(Flores v col., 1986-1987), sin embargo, presentan deficiencias en
cisteina vy triptofanc. De manera similar, careales como

metionina,
maiz, trigo, arroz y centeno, coh un menhor contenido de proteina
(9-12%), tiene deficiencias en lisina, treonina y triptofano
(Higgins, 1984). Una combinacidn adecuada de estos granos, en la
cantidad necesaria, podria satisfacer en parte los requerimientos
diarios de proteina de una persocha (Segura-Nieto, 1991).

Lasztity, (1984), menciona que las diferencias en 1la

composicién de aminoacidos de proteinas citoplasmicas Vv de
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almacenamiento son relativamente grandes e iﬁfluyen en el valor
nutriolégico de ambos tipos de proteinas. Las proteinas de
almacenamienta contienen una gran proporcién de 4acido glutémico vy
prolina vy sélo una pequela proporcidén de lisina, arginina,
treonina y triptofano.

Para las fracciones 75 vy 115 de =soya vy chicharo, en
relacidén a los aminocAcidos esenciales, se ha reportado que la
fraccidén 118 de las leguminosas es de menor contenido en
isoleucina, leucina, lisina y fenilalanina en ralacién a 1la
fraccién 75, mientras que metionina es mayor en la fraccién 115,
Con respecto a amincacidos no esenciales, 75 vy 115 en chichara son
las de mavor contenido en arginina. La fraccidn 115 de soya s
rica en Acido glutamico y prolina y menagres contenidos en  Acido
asparticao, Acido glutamico y serina (Barba de la Rosa, 1991).

Koshivama (1972) reporta que la proteina 115 de sova es
baja en metionina peroc alta en lisina. La proporcidn de
aminocacidos hidrofébicos (alanina, valina, isoleucina, leucina, v
fenilalanina) e hidrofilicos (lisina, histidina, arginina, &cido
aspaArtico y Acido glutamico) es de 23.5 a 46.7% respectivamente.
El punto izoeléctrico de la proteina 118 fu=s de 4.64, diferente en
otros materiales en donde se encuentra entre 6.5 vy 8.0,

Dentro de las fraccién 115 cabe mencionar también que
las subunidades Acidas que la constituven son mAs ricas en Acido
‘glutamico, prolina vy cisteina que las subunidades bisicas, y estas
a su vez tienen mayor contenido de aminoidcidos hidrofébicos,
leucina, alanina, valina, tirosina y fenilalanina. Peng vy col.
(1984) afirman que los aminoaAcidos Acidos en sybunidades basicas

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

De todas las unidades covalentes, el enlace ‘disulfgro
5-5 es el maAs débil yva que requiere de una menor enhergia para su
hidr&élisis (Tabla 10), por lo tanto es el mas sensible a los
diferentes agentes fisicos y quimicos que lo afectan.

La reaccién de intercambio sulfidrilo-disulfuro ha sido
ancontrada como participe en muchas reacciones invelucradas en la
proteina 115 de sova, la cual contiene aproximadamente 48
moléculas de cisteina por mol de proteina (Peng y col., 19354). Los
enlaces disulfuro de las proteinas provienen de la oxidacidén de
dos moléculas de cisteina vy desempel!an un papel muy importante en
la estabilidad y funcionalidad de las moléculas de los
polipéptidos. Muchas de las propiedades funcionales de las
proteinas dependen de gran parte del nudmerc y localizacidén de los
enlaces disulfuro dentro de la macromolécula, y su ruptura causa
arandes cambios conformacionales vy la pérdida de Qichas
propiedades. Los enlaces disulfuro estan sujetos a reacciones
intermoleculares e intramoleculares de formacién y ruptura, siendo
las intramoleculares las mas facilmente alteradas.

Peng vy col. (1384), reportan que =se ha estudiado el
rango de puentes difulfuros en la proteina 115 con agentes
reductores a varias concentraciones de urea y se encontrd que los
enlaces disulfuro alcanzaron un maximo de 20 en urea 8M.

La protefina de soya contiene 1.7 grupos sulfidrilos por mol en
‘urea 6M a pH 7.6, v a pH 11.9, esta contiene 9.2 grupos SH por
’mol, el cual es el maximo alcanzado por tratamiento alcalino. Esto
se debe a que los grupos S-S5 se encuentran generalmente de manera
interna en la proteina donde el tratamiento alcalino permite la

ruptura S$-5 susceptibles en grupos SH.
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Tabla 10. Tipo de enlace proteinico y energia para su hidrdélisis
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po de enlace proteinico y energia para su hidrélisis

Enlace . - Energia de hidrdlisis
= - (kCal/mol)
Covalente 30 - 150
S-S 84
C-S : 120
C-C 151
C-N 189
Electrostatico
( idnico ) 10-20
Puente de hidrégeno 1-5
Interaccién hidrofébica 1-3

Baldwin y Eisenberg, 1987



4.4.2.3. Estructura molecular

La importancia de la secuenciacidn de amincicidos en las
protefnas de reserva radica en que permite el desarrollo de nuevos
alimentos (Fukushimé, 1921bv) yva que esté secuenciacidén proporcicona
una valiosa informacidén acerca de las propiedades fisicogquimicas v
funciocnales de las protefnas.

En diversos estudios de la estructura secundaria de una
molécula de proteina 115, se cuantificd la estructura ordenada de
las globulinas 115 mediante =1 método de dispersidn dptica
rotacional, concluyéndose que la proteina 11§ tienz 5.2%4 d=
o-hélice, 34.8% de estructura (3 604 de estructura al azar,
porcentajes que varian dependiendo del método de anili=sis. Lo que
es claro es <que las globulinas 115 de sova tieren wn bajo
contenido de estructura crdernada y =levado de EStructura. al azar
(5.2-35 vy 55-63%, respectivamente) (Peng y col., 1934) .

La estructura ordenada de las alobulinas 115 puede ‘ser
alterada por varios factores. Los tratamientos alcalinos decrecen
la estructura ordenada, esp=cialmente la 3-estructura, adicionando
etanol a la proteina 115 desnaturalizada alcalinamente, incrementa
la estructura ordenada, (particularmsnte la a-hélice) vy decrece el
qpﬁpgnidogﬁehgstrucbgfa al .azar. Por otra parte la acetilacidén al
90% de las globulinas 115 decrece la estructura 3 e incrementa el
contenido de estructura al azar (a 24 v 684 respectivamente).
También se ha mostrado que la estructura ordenada, especialmente
la a-hélice, esta relacionada a la formacidén de una estructura
tridiménsional en los geles obtenidos por tratamientos
alcohol-alcalinos. La protefna 115 nativa tiene una conformacidn

muy compacta con grupos heutros vy bisicos en su interior (Peng v

col., 1384).
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Los factares que afectan la conformacidén de las
globulinas 1158 incluyen pH, wurea, HC1 guanidina, concentracidn
salina, temperatura y alcohol. La titulacién con A4&cido de las
globulinas 115 en presencia o ausencia de urea 6M o HC1 guanidina
6M a varios valores de pH, mostraron <que la desnaturalizacidn
dcida de la proteina 115 &on su subsecuente disociacidn en
subunidades comienza a pH 3.75 vy llega a un maximo a pH 2.0. Entre
pH 3.75 v 6.5, la proteirna 115 aparece en forma  esférica y no
disaciada. A pH 10 comienzan los cambios conformacicnales
acompa!ados de una desnaturalizacidn alcalina, sin embargo éstos
praceden rapidamente a valores de pH mayores a pH 11. La
desnaturalizacién inducida por urea 6M difiere en proteina nativa
Yy es mAs efectiva en la proteina 115 desdoblada que es productoe de
una desnaturalizacién alcalina. Por otra parte, la capacidad
desnhaturalizante de varios alcoholes, aepende completamente de 1la
hidrofcbicidad del alcohol utilizado. Cuando la proteina 115 se
disu=lve en sclucién tampon de baja fuerza idnica (u=0.1) vy se
sujeta a un tratamiento Acido, <se observan reacciches de
disocciacién y desnaturalizacidn simultinea de las cadenas
polipeptidicas, ho asi cuando la solucidn tampon es de elevada
fuerza idnica (u=0.5), el tratamiento Acido ocasicha uwna menor
desnaturalizacién (Koshivama, 19723 Peng y col., 1984) De aqui que

a mencor fuerza idnica, mayor serd la influencia de un- tratamiento

Acidoc sobre la desnaturalizacién de la proteina.

4.4.2.4. Proteinas 75 y 115 provenientes de dos genes ancestrales.
Las proteinas tipo vicilina (75) y tipo legumina (115)
son las proteinas de reserva esenciales en plantas dicotileddne=as

(Jensen, 19343 Alexenko y col., 19883 Luthe, 1991) o al menos



alguna de ellas domina (Tabla 11); especi ficamente, las globulinas
75 vy 11S que han sido caracterizadas en vegetales se han
distinguido por ser las proteinas prevalentes dentre de las
zemillas tanto en monocotiledéneas como en dicotileddneas, ademis
de .poseer caracteristicas comurnes en su organizacidn estructural
(Jensen, 1984: Alexenko y col., 19883 Luthe, 1971).

Anteriormente z=e consideraba que las protefnas 115 de
reserva, se encontraban en leguminosas o 4que la estructura
primaria comdn de las globulinas 115 se habia identificado en sélo
nueve especies de plantas provenientes de cinco familias (Barroto
y Dure, 1987); ahora se - sabe que estas fraccicnhes han podido
detectarse ern las familias: Fagaceas, Amaranthaceae, Brassicaceae,
Caryvophyllaceae, Fuphorbiaceae, Pomaceae, Fediliaceae v
Ranunculaceasa (Jensen y Berthold, 198%; Collada vy col., 1991:
tuthe, 13931) donde existen; tanto monhocotiledoneas como
dicotiledoneas (Tabla 11).

Lo anterior es notable por la fraccidn de proteinas de
reserva principal en la mayoria de los cereales (monocotiledoneas)
es la fraccidn prolaminas. De cualquier manera los cereales como
avena (Avena sativa L.) v arroz (Oriza sativa L.) han presentado a
las proteinas tipo legumina (tipo 115) como la fraccion
‘mayoritaria del total de proteina en la semilla (Luthe, 1991).
Cabe hacer notar, que la proteina de reserva mayoritaria del
arroz, tiene propiedades de sclubilidad de glutelinas., sin embarac
tiene propiedades biofisicas similares a 118 (Luthe, 1991),
presentando compatibilidad del modelo hexamérico v enlaces
diful furo propios de las mismas.

Se han reportado en el anAlisis de secuencia por cDNA,

una garan homologia (cerca del 72%) entre las amirnocacidos
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Tabla 11. Materiales que presentan las fracciones ge glbul inas

tipo 75 y/u 115
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/ .ateriales que presentan las fracciones de

Fraccion
tipo 11S

No. Fraccion

Fuente .
Cotiledones tipo 78 .

Amarantaceas 8S,10S  11.5S, 11.7S, m’;ghr:ek?ﬁit; e
- Amaranto 2 12.7S,13.0S  Barbade la Rosaycol., 1992;
Cucurbitas Segura - Nieto y ¢ol., 1992
- Calabaza 2 118, 125 [ Nemue 107,

: imouni y col., 1985
Gramineas M
« Avena 1 8.1S, 12.1S Peterson, 1978; Robert y col., 1983
Herbaceas
- Amapola 108 Srinivas y Narasinga - Rao, 1986
Leguminosas
- Alfalfa 2 7S 11S Stuart y Nielsen, 1988
+ Chicharo 7 7S 1218, 1255 Sosorandey ool qags o
« Soya 2 7S 11S %Jés%misy Kins?ga,1985; Fukushima,

91; Sessa, 1992
Oleaginosas
- Algodén 2 58, 7S 9§, 11S Mohan - Reddy y col.,1989; Marshall,
7 6S. 9.6S 128 13S 1990; Zarins y col. 1984

* Canola 2 118,128 Mirmouni y col., 1990
» Cartamo 2 7S 12S Latha y Prakash, 1984




constituyentes de las globulinas de avena y glutelinas de arroz 1o
cual sugiEfe la razén de la similitud en propiedades biofiscas de
estos materiales (Luthe, 19913 Gorinstein, 1933). Por otra parte
el analicis de secuencia por cDNA nmuestra una gran homoleogia entre
los aminhocacidos de glicinina de soya y legumina de chicharo. Luthe
(1991) observé que pese a que las proteinas 115 de avena, las
orizeninas, las glicininas y leguminas tienen comﬁartamientas
fisicoquimicos muy similares, en 1lo que respecta a la secuencia
de aminoAcidos, la homolocgia entre los cereales (avena y arrcz) se
encuentra en un solo 35% homéloga a la secusncia de las
leguminosas estudiadas (soya vy chicharo), por 1o cual =e ha

sugerido que las proteinas de estos cuatro materiales analizados

1.

fit]

pueden ser producto del mismo gene ancestr

Por otra parte Borroto y Dure (19387) sugieren que todas
las fracciones de las 4globulinas se derivan de dos Jenes
ancestrales: uno para proteinas tipo vicilina (tipo 75 y otro
para proteinas tipo leguminas (tipo 115). Por ejemplo Brinegar ¥y
Goundan (1992) encontraron que la secuencia de amincicidos de las
subunidades Acidas y basicas de 1la proteina 115 de la 4quinua
(chehopodina) presentaban bastante homologia con las mismas
subunidades presentes en otros materiales como protefina 11S v que
las proteinas tipo 11S homélogas tienen precursores grandes en el
reticulo endoplasmatico v sohn igualmente tranportadas v
almacenadas en cuerpos proteinicos via complejo de Golagi, formando
unidades Acidas y basicas (Gorinstein, 1993).

Alexenco v col., (1988) sugieren también que asi{i como
las enzimas han presentado estabilidad en la estructura vy la
funciédn a partir de un gene evolutivo, asi las globulinas tipo 118
u 11S también han permanecido estables en lo que concierne a

estructura v funcién a lo largo de la avalucidn.
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Con respecto a algunas proteinas de amaranto, Gorinstein
(1993) encontrd también gran homologia entre la glicinina de soya
(Globulina 12S) vy otros materiales que presentan a las globulinas
v a las glutelinas con un comportamiento tipo gleocbulina 115 (de
igual forma lo indica el trabajo de Vasco-Méndez vy Paredes-Lépez,
1995), sin embargc con respecto a las globulinas de amaranto adan
no se encuentra dicha homolegia, aungque <si se ha encontrado
homologia entre las proteinas membranales de todos aquellos
materiales que estin constituidos de alguna manera por la fraccidén
115, con las proteinas membranales de Amaranthus hybridus
{96-99.7X).

Las proteinas 75 v 115 se han caracterizado en forma
similar a otras fracciones en otros materiales, sin embargo esta
caracterizacidn no ha sido de forma idéntica tanta en pruebas
fisicoquimicas (Jenzen, 1984), funcionales, inmunoldégicas, etc.,
demostrandc la homologfia de las fracciones mas ﬁo la identidad
(Breen vy Craych, 1992; Brinearar y Goundan, 1993).

Las proteinas tipo 115 o tipo leguminas son praducidas v
almacenadas en el endospermo, o en los tejidos para almacén
(cuerpos proteinicos) de los cotiledones (Jensen y Berthold,
1987). Al parecer, la funcidén sobre los pasos que realiza el
precursor de los agregados de globulinas tipo 115, el mecanismo de
tranporte vy de ‘deposicién de las protefinas de reserva sohn
universales para plantas que florean. Estos mecanismos
probablemente determinan la conservacién de regiones especificas
de las cadenas polipéptidas de las protefinas de reserva (Alexenko,
1988).

Se han analizado nucleétidos y secuecias de amoniicidos
de cinco subunidadés de la fraccién 115 de las globulinas de soya

{glicinina), a los cuales se 1les han representado como A1aB2,



A1bB1b, A2Bia, A3aB4, y AsA4B3, los cuales fuercon subdivididos a su
vez dentro de dos familias (A1-A2 vy As-As) de acuerdo a su nivel
de homologfa (Alexenko y col., 1988). |

El grupc de Alexenko y col. (1988) propuso que sélo las
fracciones con una constante de sedimentacién cercana a 115 tenian
una reaccidn inmunclégica similar a la cbtenida con glicinina de
saya, por lo tante sugirieron una identificacién de dichas
fracciones, a través de determinantes antigénicos. Esto es, las
prusbas inmuncologicas se vuelven un método alternativoi vy exitoso
en los estudics de evolucidn para la clasificacidén de las
proteinas. Jensen (1984) sugirid al respecto que las proteinas
tipo 75 (tipo vicilina) y tipo 115 (tipo legumina) deberian seguir
denaminandose como tales y wno con hombres particulares hasta
que pudiese demostrar una homologfia exacta o diferencia a través
del analisis de secuencia de aminoicidos en las proteinas.

Cabe hacer notar ﬁue ahora que se ha demostrado la
precsencia de las proteinas tipo legumina o tipo 115 en semillas.
tanto mono como dicotiledoneas, serfia interesante el conocer el
cuando v el cémo ocurrié el cambio de proteinas tipo 115 de
globulinas a prolaminas en la familia Pomaceae (Lutha, 1391); o de
globulinas tipo 115 a glutelinas (Collada vy col., 1991; Luthe,
1991), en caso de tener un mismo gene ancestral.

Como va 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
monhocotiledénes, y porque su sabor es parecido al de ellos., sin
embargo como también va se hizo observar, el amaranto es una
planta dicotiledénea sin ser leguminosa (Saunders y Becker, 1984).
La presencia de protefnas tipo 75 y/u 115 como se ha reportado por

diversos autores (Konishi y col., 1985; Barba de la Rosa vy col.,



-1992b; Segura-Nieto vy col., 1992), podria referir al amaranto como
miembro de 1la familia 4que preserva estos genes ancestrales.
explicando en un futuro sy comportamiento como‘ cereal
(monocotiledonea) y sus caracteristicas fundamentales como

dicotileddnea.

4.4.3. Procedimientos de Obtencién, Aislamiento vy Purifiéacién de
las Fraccicnes Tipo 115

Se han considerado come los métodos mas exitosos de
fraccionamiento vy caracterizacién en las proteinas de semillas, a
la extraccién secuencial, filtracién en gel, electroforesis vy
andlisis de secuencia de amincdcidos (Andrews, 1988). Los esquemas
de extraccidén son generalmente empleados para fraccionar por
solubilidad las proteinas presentes, lo cual tiene un alto poder
de resolucisén y son preparativas. Osborne k1924) primero demostrd
que las proteinas de semillas podian dividirse en clases muy
simples mediante extraccién sucesiva o secuencial con diferentes
salventes, de 1las cuales, posteriores clases distintivas o
subclases de protefnas podrian fraccionarse a través de una
seleccidn cuidadosa en &l manejo de disolventes adicionales. Las
técnicas cromatograficas generalmente siguen la extraccidn para la
purificacidén Yy caracterizacidn de las proteinas. Las
preparaciones cromatograficas se pueden basar en tamaio, pesoc Vv
carga para facilitar la separacién (Bietz, 1979; LAsztity, 1984).

Las soluciones de cloruro de calcio (CaCl2), clorurc de
sodio (NaCl), bicarbonato de amonio (NH4HCOs), los tratamientos
con temperatura y las precipitaciones isoeléctricas han sido
empleadas ampliamente para la extraccién de fracciones ricas en

globulinas de tipo 115 de semillas de alfalfa (medicagina) (Staurt



y col., 1988; Koleva y col., 1332; Lai v col., 1992), chicharos vy
frijol (legumina) (Deshpande y Damodaran, 1989), nuez del Brasil
(Weller, 1989). Otras protefinas 115 extraidas por estos métodos
inclﬁyen: algodén (Mohan-Reddy y Narasinga-Rao, 1958), ajonjoll
(Rivero de Padua, 1983:; Prakash, 19863 Rajandram y Prakash, 1983),
aveha (Peterson, 1978), cacaoc (Voigh y col., 1993), CaArtamo (Latha
y Prakash, 1984), coco (Rasyid vy col., 1992), frijol broad
{legumina) (Pavlovskaya y col., 1992), girasel (Allen vy -ccl.,
1285), lupino amarillo (Eshault Yy col., 17221). quinua
(chenopodina) (Brinegrar y Goundan, 1993), y soya (Saio y Watanabe
19733 Wolf, 1930; Brooks y Morr, 198355 Fukushima, 13%1ab; Sessa,
1992).

Es importante por 1lo tanto hacer referencia a los
métodas de extraccién comunmente utilizados en el fraccionamiento
de la fraccidén globulinas vy subunidades de las mismas.

La fraccién insoluble en frio o crioprecipitable de 1la
sova, contiene protefinas 25, 75, 115 y 155 de las cuales la
fraccién predominante es 11S (Peng y col., 1984), empleandc esta
caracteristica vy bajo el auxilio de la precipitacién con sulfato
de amohnio se obtiene la protefina 115 con un 9i—93x de pureza. En
general una Qez empleada la crioprecipitacion, ia purificacidén
cromatografica ha sido comdn.

Peng v col. (19234) a su vez reportan el método de
extraccién propuesto por Kashiyama (1972). Este fraccionamiento de
la proteina 115 de sova puede prepararse tomando la ventaja de
diferencias signhificativas en cambios conformacionales inducidos
en condiciones Acidas cuando la fuerza idnica en la solucidn
proteinica se altera con cloruro de sodio (NaCl). Las globulinas

de soya 115 precipitan completamente en una solucién de HC1 {pH



2.0) conteniendo cerca de 0.35M de NaCl pero las globulinas 7S
precipitan sélo cuandc la concentracidén de NaCl es de 0.8M a mayor
(Fig. B). En la practica de fraccién rica en proteina 115 se
prepara mediante este método.

Saio v Watanabe (1973), manejan las diferencias en el
comportamiento de precipitacidén de las proteinas 75 vy 115 con sal
de calcio que constituye 1la base para su separacidén. Ambas
proteinas son extraidas con una solucién diluida de clorurc de
calcioc 10mM a temperatura ambiente. El1 fraccicnamiento se logra
ajustando pH para alcanzar el punto isoeléctrico de cada proteina
y de esta forma legrar su precipitacidn (Fig. 6).

En 1 método de extraccidén de Okubo y col. (1975), 1la
fraccidn 115, se extrae a partir de harina de soya desgrasada con
una solucidn muy diluida de NaCl (0.065M) conteniendo un agente
reductor comc es el f3-mercaptoetanol (10mM) v a un pH de 8.0 a
5°C. El extracto se filtra a través de varias capas de gasa vy cse
centrifuga. El1 sobrenadante se ajusta posteriormente a pH 6.3 con
HCl, la solucién se agita durante 135 min. a 5 “c Yy una ver
transcurrido este tiempo, se centrifuga. La fraccidn que precipita
es la fraccidén 115 de las globulinas (Fig. 7).

Peng y col. (1984) también reportan el método de
extraccidn propuesto por Thanh y Shibasaki (1976) basado en la
diferencia de sclubilidad de las protefinas 11S y 75 la solucién
tampon diluido de Tris-HCl (0.03M) pH B8.0. Cuando la solucidn
tampon se ajusta a pH 6.4, las globulinas 115 se precipitan. Las
globulinas 75 se separan posteriormente POV precipitacidn
isoeléctrica ajustando el pH del sobrenadante a 4.8. Este

procedimiento es factible para preparaciones a gran escala de la

proteina 115.



Fig. 5. Método de extraccidén para la fraccidn 75 de sovya

propussto por Koshivama (1972)
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Fig. 6. Métocdo de extraccidn para la fraccién 115 de saya

propuesto por Saio v Watanabe (1973)
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Fig. 7. Método de extraccidén para la fraccién 115 de soya

propuesto por Okubo (1973)
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Latha y Prakash (1984) indicaron que en el caso de‘ la
extraccién de la fraccidén tipo 118 (125) de cartamo (la cual
constituye alrededor del 65X de sus globulinas) existe un nhotable
decremento en el porcentaje extraido de la misma en ausencia de
cloruro de sodio. La proteina total en la semilla de cartamo al
ser extraida a pH 7.5 por solucidn tampon de baja fuerza idnica en
presencia de cloruro de sodio mostrd que consiste
predominantemente de wna fraccidén mayoritaria (6574 de las
globulinas) con coeficiente de sedimentacidn de 125, y otros tres
comparientes con  valores de sedimentacidn de 25, 75 vy 175
constituy=sndo las fracciones aproximadamente 26%4. 674 Y 3%
respectivamente.

Rivero de FPadua (1983), y Rajendran vy Prakash ((1988),
reportaron que la fraccidn globulinas de la semilla de_ ajonjoli
consiste principalmente de globulinas 135 obteniéndose a pH
alcalino y concentraciones superiores de‘Ex de NaCl en la solucidn
extractante, mientras que Prakash (1986) sélo man=ja la
concetracién de NaCl de ©0.5M o mas, obteniendo fracciones
proteinicas una de 25 vy otra 115 constituyendose 30 y 60X
raespectivamente v de igual manera dos fracciones proteinicas con
valores de sedimentacidn de 75 y 165 y constituyendo el 5% de cada
uno.

Konishi y col. (1985), extrajeron las globulinas de
amaranto empleando sclucidén tampon de fosfatos (con fuerza idnica
pu=0.9), conteniendo 0.4M de NaCl vy 20mM del agente reductor
-mercaptoetancol, y agitaron esta solucidén 24 h a 4 cC, =se
centrifugd y el sabrenadante se dializé contra agua destilada. Las

globulinas 115 se purificaron posteriormente pPor téchicas

cromatograficas.
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Resultados similares a los reportados por Konishi vy col.
(1983), los cbtuvieron Marcons y Yada>(1991), al analizar también
la fraccién globulinas de amaranto quien empleé una pequela
modificacién en los solventes extractantes, temperaturas . Y
técnicas cromatografias de 1los empleados por Konishi vy col.
(1935).

Marshall (1990) desarrolld un método simple y rapido
para fraccionar y purificar las globulinas 75 de 1la semilla de
algodén y sus dos subunidades, esto fue mediante el uso de
cantidades pequeias de material inicial. Las extracciones se
llavaron a cake a 4 OC, con una exposicidén minima a temperatura
ambiente, empleando poco tiempo para la extraccién y manejo, vy
reiterando la pureza de fracciones y subunidades a través de HPLC
fase vreversa (Cromatografia Ligquida de Alta Resclucién fase
reversa) (Fig. 8).

Recientemente, como va se habia mencionado, Barba de la
Rosa y col. (199Zaqab) empled una sclucidén de harina de amaranto en
solucién tampon de NazHPO04, pH 7.0 para extraer la proteina cruda.

Después da la extraccidn, centrifugd durante 20 min a 929000 x g.

o

dializé el sobrenadante durante S5 dias a 4 C contra agua

destilada. El1 precipitado resultante de este tratamientoc se
dJenominé extracto crudo de globulinas el cual fue licofilizada vy
por medio de ultracentrifugacidn separada en las subunidades 10S vy
12.75 que de acuerdoc a este estudio a través de técﬁicas
~romatograficas empleadas para su separacidn, tenian
—aracteri{sticas similares a las fracciones 75 y 115 de otros
nateriales.

Olguin-Martinez y Segura-Nieto (1991), Segura-Nieto vy

al. (1992), reportaron también tres subunidades componentes de



Fig. 8. Métcdo de extraccidén para la fraccién 7S5 de algodédn

propuesto por Marshall (1990)
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Fig. 9. Método de extraccidn de las fracciones 75 y 11§ por

precipitacidén iscoeléctrica
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5.5. CARACTERIZACION FISICOQUIMfCA
5.5.1. Electroforesis Desnaturalizante y Nativa

Los ageles se Prepararon utilizando una cAmara
electroforétic; vertical {(Mini Slabs Hoeffer Scientific
Instruments SE200, San Francisco CA), con una fuente de poder
Buchler 3-1500 (Buchler Inst. Inc., Fort L ee, NJ) . La
electroforesis en dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) se llevé a
cabo de acuerdo al método de Laemmli (1970) en geles separadores
de poliacrilamida al 15%. El gel concentrador se prepard coh una
solucién de poliacrilamida al 2.5%. Las muestras liofilizadas de
la proteina tipo 11S de amaranto se disolvieron en una solucidén (3
ma/ mL), Tris-HCL 0.1M, pH 6.8, 2% (p/v) SDS, 10%Z (v/v) glicerol vy
0.01 mg/mL azul de bromofenol. La reduccidén de los enlaces
disul furac se obtuvo con el agente reductor B-Mercaptoetanol (B-ME)
(5% v/v) a 100°C durante 1 min. La electroforesis se llevéd a cabo
a una corriente constante de 20 mA por gel (0.75 mm de grosor)
durante 2 a 3 h. La composicién completa de este gel' se presenta
en la Tabla 12.

La masa molecular aparente de las proteinas 115
desnhaturalizadas se estimé usando los siguientes éstandares de
pesoc molecular conocido: anhidrasa carbénica (29 kDa), ovoalbimina
(45 kDa), albumina sérica bovina (66 kba) y fosforilasa b (97.4
kDa) .

La electroforesis nativa (PAGE) se 1llevé a cabo de
acuerdo al método de Laemmli (1979) en geles separadores de
poliacrilamida al 7%Z. E1 gel concentrador se preparé con una
solucién de poliacrilamida al 2.5%Z. Se formé una solucién de las
muestras de proteina tipo 11S de amaranto liofilizadas (3 mg/ mL)
en Tris-HC1 0.1M, pH 6.8, 10% glicerol y 0.01 ma/mL de azul de
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Tabla 12. Composicién de los geles separador y concentrador

usados en electroforesis desnaturalizante
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"__Cor'n'p'onente e © Gel separador

mposicion de los geles separador y concentrador usados
en electroforesis desnaturalizante

Gel concentrador

(15% acrilamida ) - ( 2.5% acrilamida )

Solucion tampon Tris - HCI, pH 8.8, 2M ( mL )

Solucién tampon Tris - HCI, pH 6.8, 1M ( mL)

Solucién de acrilamida 37.5% (p/v),
bisacrilamida 1.0% (p/v) (mL)

Agua ( mL)

Dodecil sulfato de sodio 10% (p/v) (mL)

TEMED (uL)

Persulfato de amonio 10% (p/v) (ulL)

7.5
5.45
0.15
10
20

1.25
7.34
0.10
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bromofenol. La electroforesis se 1llevéd a cabo en las mismas
condiciones que los geles desnaturalizantes. La composicidn
completa de estos geles se presen£a en la Tabla 13.

La masa molecular de la proteina tipo 115 se estimé
usando los siguientes marcadores de peso molecular: albdmina
bovina mondmero (66 kDa) y dimero (132 kDa)., ureasa: trimero (272

kDa) y hexamero (545 kDa).

9.9.1.1. Tincidén de Coomassie

Después de la electroforesis el gal se fijé con Acido
tricloroacético (12.5% p/v) por 20 min y se tifi¢ durante toda 1la
noche con azul brillante o azul de Coomassie a una concentracidn
final de 0.25%. La decoloracidén se llevd a cabo, 30 min con agua/
Acido acético/ metanol (4.5/4.5/1, v/v/v) y 1luego con 4Acido
acético al 5% (v/v) hasta su completa decoloracidén (Davis, 19883
Delobette vy col. 1991).

La movilidad relativa de los estandares fue graficada
cantra su correspondiente logaritmo base 10 de su peso molecular
(Log PM) mediante un paquete de computacidén (Cricket Graph.,
Macintosh, HD). Con ello se obtuvo la ecuacidn de la curva y el
coeficiente de correlacidén de la misma y asi se calculd la masa

molecular aparente de las proteinas 115 de amaranto.

5.5.1.2. Tincidén PAS

Las protei{nas preparadas electroforeticamente se tiReron
también para la identificacién de glicoprotefinas (Figueroa y Khan,
1993) . Después de la electroforesis el gel se fijé en una solucidn

metanol/ Acido acético/ agua (40/7/53 %) toda la noche. El1 gel se
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Tabla 13. Composicidén de los geles separador y concentrador

usados en electroforesis no desnaturalizante
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Componente

Gel separador

omposicion de los geles separador y concentrador usados
en electroforesis no desnaturalizante

.-Gel concentrador

Solucién tampon Tris - HCI, pH 8.8, 2M ( mL )

Solucién tampon Tris - HCI, pH 6.8, 1M (mL)

Solucién de acrilamida 37.5% (p/v),
bisacrilamida 1.0% (p/v) (mL)

Agua (mL)

TEMED (ulL)

Persulfato de amonio 10% (p/v) (L)

1.9

3.5
9.45
10
20

( 7% acrilamida ) ( 2.5% acrilamida )

1.25
7.34
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colocd en Acido triclorocacético al 12.5% por 30 min, séguido de un
lavado con agua dest;iada. Se sumergid en Acido peri&dico al 1% en
3% de Acido acético durante 50 a 601min, seguido de un lavado con
agua destilada. En obscuridad se lavé tres veces con metabisulfito
de sodio al 0.95%4. Las glicoproteinas se tiffen de color =almén

(Gordon, 1975; Davis, 1988).

3.5.2. Cromatografia de Filtracién en Gel

Se aplicéd una alicuota de 100 mg de proteina en 3.3 mL
del extracto de la fraccidén tipo 115 a una columna 2.3 ¥ 90.0 cm
empacada con Sephacryl S-200 6 S-300 (unh ardlisis con cad; matriz
de filtracidén) (Pharmacia Biotechnology, Uppsalx, Sweedern) vy se
eluyeron con 0.1M NaCl., Tris-HCl pH &£.0, 0.02% azida de sodio con
un flujo de 42 mL/h. Se colectaron fracciones de 3.0 mL. El perfil
de elucidén se determind midiendo la absorbancia a 280 nm. El
volumen de gxclusién se determind con azul dextran (2 x 10° pa) vy
el volumen total de la columna con metil-tirosina (287 Da). Los
marcadores moleculares y sus pesos moleculares correspondientes
fueron: Si1, anhidrasa carbdénica (29 kDa); Sz, albumina (66 kDa) s
Sa, alcohol dehidrodenasa (130 kDa): Ss4, 3-Amilasa (200 kDa); Ss,
apoferritina (443 kDa); Se, tiroglobulina (669 kDla) vy Se, azul
dextran (2000 kDa).

La ecuacién de la curva para la estimacién de la masa
molecular aparente de la muestra se obtuvo emplendo el paquete de

computacidén Cricket Graph {(Macintash, HD) como se menciond

anteriormente.
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S5.5.3. Ultracentrifugacisén

La determinacién del coeficiente de sedimentacidén se
realizé mediante la técnica adaptada de Martin y Ames (1961), con
un gradiente de 3 a 20X de sacarosa en el amortiguador de 0.1 M
NaCl, 50mM Tris-HCl1 pH 8.0. E1 volumen del gradiente fue de 12.2
ml. v 5300 . de volumen de muestra aplicada (20 mg de prote;na tipo
115 por mL de solucién). Las condiciones de ultracentrifugacién
fueron de 213000 x g, 4°C durante 35 h en el equipo Beckman L8-M,
con el rotor SW-40 (Beckman), empleando tubos de centrifuga de
polialdmero (Beckman). Una vez transcurrido el tiempo determinado
(21 h), las fracciones se extrajeron por la parte guperior con  un
fraccionador de gradientes (Buchler Auto Densi-Flow 11) conectado
a wa bomba peristiltica  (Rainin-Rabbit) y un colector de
fracciones (LKB Mod. 2212 Helirack). Se colectaron fracciones de
aproximadamente 300 . leyéndose absorbancia a 280 nm (Azeo) en un
espectrofotémetro Beckman DU-6.

Los estandares de coeficiente de sedimentacién conocido
fueron: 1lisozima (1.95), albdmina sérica bovina (4.4.9),
ry—globulina (7.05) y catalasa (11.2S5) (Gueguen y Barbot, 1928).

La ecuacidén de la curva para la estimacidn del
coeficiente de sedimentacidén de las proteinas se obtuve empleando

el pagquete de computacidén mencionadao anteriormente.

5.6. CARACTERIZACION FUNCIONAL

Se conocen muy pPoCos repartes acerca de las propiedades
funcionales de la harina de amaranto y de sus protefinas, vy estas
propiedades deberian ser completamente estudiadas para determinar
el potencial en 1la elaboracién o incorporacidén a productos

alimenticios (Bressani y col., 1987v).
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J.6.1. Solubilidad Proteinica

La solubilidad de las fracciones se determind
suspendiendo muestras conteniendo 0.1 g de protefna en 10 mL de
agua destilada adicionando HC1 0.1N o NaOH 0.1N, para éjustar el
valor especifico de pH (2 a 12). Estas suspensiones <ce agitafon
magnéticamente durante 30 min a 25°C. Se centrifugaron a 10,000 x
g durante 10 min. La solubilidad se expresé como el porciento de
proteina cruda a partir del nitrégeno total utilizando un factor
de conversidén 5.85 (método Kjeldhal) presente en el sobrenadante

C(Fig. 19) (Paredes-Lépez y Qrdorica-Falomir, 1986).

J.6. 2. Capacidad de Absorcidn de Agua y de Aceite
3.6.2.1. Capacidad de absorcién de agua -

La capacidad de absorcidén de agua fue determinada por el
método de la AACC 88.04 (1983):

En un tubo cénico graduado para centrifuga se colocaron
muestras conteniendo 0.5 g de proteina mas S5 mbL de agua
desionizada agitandose en un vortex durante 1 min vy se dejé
reposar por 30 min. Después se centrifugaron a 600 x g por 25
min v finalmente se mididé el volumen inicial de agua libre que
resultsé al centrifugarse la muestra. La capacidad de.absorcién de
agua se reporté como la cantidad de agua retenidad dividida entre

los gramos de material (mL H20/g9 muestra) C(Fig. 20a).

Vo agua - Vf agua agua absorbida
CAA = =
g proteina g proteina
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Fig. 19. Diagrama de flujo para el método de determinacién

de solubilidad proteinica
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Fig. 20. Diagrama de flujo para la determinacidén de la capacidad

de absorcidn de agua (a) y de aceite (b)
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J3.6.2.2. Capacidad de absorcidn de aceite

La capacidad de absorcidén de aceite fue determinada por
el método modificado de Paredes-Lépez y Ordorica-Falomir, (1986):

En un tubo cénico graduade para centrifuga se colocaron
muestras conteniendo 0.5 g de proteina mas 5 ml de aceite de olivo
y se agitaron durante 1 min en un  vortex. Se dejarcn reposar
durante 30 min, posteriormente se centrifugaron a 600 x g por 25
min midierdo finalmente el volumen de aceite que quedd libre. La
capacidad de absorcidén de acsite se reportd como la cantidad de
aceite retenido dividido entre los gramos de material {(mL/ 4o

muestra) (Fig. 20b).

Vo aceite - Vf aceite aceite absorbido

g praotaeirna 9 protefna

5.6.3. Capacidad de Formacidén y Estabilidad de Espuma

La capacidad de farmacidén y e=stabilidad de espuma se
determinaron segdn métodos repartados' por Paredes-Lépez v
Ordorica-Falomir (193&bh). En una proheta de 100 mL se prepararon
30 mL de una suspen=idn al 14X de proteina y se ajustd =21 pH
utilizando HC1l 0.1N o NaOH 0.1IN en el rango de 2 a 12. La
suspensidén se agitd durante 1 min a | aproximadamente 12,000 rpm
utilizando el Ultra Turrax e inmediatamente después de la
agitacidn se midid el volumen de espuma formado, expresindose como

la capacidad de formacidén de espuma en porciento (ZCFE) (Fig.

21ad.

% CFE = Vol total después de agitado - vol antes de agitado x 100

Vol antes de agitado
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Fig. 21. Diagrama de flujo para la determinacién de capacidad

de formacidn vy estabilidad de espuma
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El material se dejé reposar durante 30 min vy nuevamente
se mididé el volumen de la espuma residual. La estabilidad de
espuma se expresd como porciento de estabilidad de espuma (% EE)

(Fig. 21bd.

% EE = Vol espuma después del reposo x 100

Vol total de espuma
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3.7. DIGESTfBILIDAD IN VITRO

Las' digestibilidades de 1la proteina in vitro se
determinaron de acuerdo al procedimiento recomendado por Hsu vy
col. (1977). La mezcla multienzimitica se prepard fresca para cada
corrida, pesando las cantidades recomendadas de tripsina
(pancreaAtica) porcina tipo IX, gquimotripsina (pancreatica) bovina
tipo II, peptidasa (intestinal) porcina grado I vy caseina como
control. Todas las enzimas fueron comerciales (Sigma Chemical Co.,
St. Lois, MI). A esta sclucidén multienzimatica se le ajustéd el PH
a 8.0 y se mantuvo a 4°C antes de ser usada. Pér otro lado se
prepararon 50 mb de una solucidén de 6.23 mg de protefina/mbL de
muestra y se ajustd el pH a 3. 0. La suspensién se mantuve a 37°C
utilizando un recipiente de vidrio con chaqueta, el cual se empled
como digestor vy un bafflo de recirculacién Forma Scientific Modelo
20935 (Forma Scientific, Marietta, OH). Cuando la temperatura de la
suspensidn - se equilibré se "agregarcnh S5 mbL de la solucidn
multienzimidtica. A los 10 min de accidén enzimatica se mididé el pH
de la mezcla. La caida del pH fue registrada con un potencidémetro
Conductronic mode16 pH15. Con ello se determind la digestibilidad

in vitro usando la ecuacidén de regresidén siguiente:

Y = 210.46 - 18.103 X

Y = digestibilidad in vitro, expresada en porciento.
X= valor observado de pH a los 10 min de accién enzimatica.

“La caseina (Sigma Chemical Co.) se utilizdé como proteina
de referencia vy todas las determinaciones se hicieron por

duplicado (Hsu v col. 1977).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. EVALUACIONES FISICAS DEL GRANO

Las dimensiones del grano de amaranto fueron dé 1.0 mm
de ancho por 1.4 mm de largo, mientras que el peso de 1000 grahnos
de amaranto fue de 0.8 g /1000 granos (Tabla 14). Ambas
propiedades fi{sicas presentan valores mucho menores que las de
otros granos, no obstante y a pesar de su tamafo, el peso
hectolitrico del amaranto (79.1 kg/hL) presenta valores
comparables al peso del frijol coman (76.4-84.7 kg/hL) vy trigo
(76-78 kg/hL) (Barba de la Rosa, 19863 Reyes-Morena, 1992). En
algunos granos como el trigo, el peso hectolitrico se utiliza como
un parametro de calidad en la produccién de harina. Esta propiedad
estid influenciada por la uniformidad y estructura biocldgica del
grano y pPor su composicidn quimica incluyendo la humedad. Mientras
que, contrario a lo que se pensaba, el tamafo del grano tiene poca

o ninguna influencia en el peso hectolitrico (Shailenberg, 1372).

6.2. COMPOSICION QUIMICA

En la Tabla 185 se presentan 1los resultados de la
composicidn quimica de la harina integral y harina desgrasada de
amaranto. El contenido de proteina (N x 5.85) del grana de
amaranto (harina integral) fue de 15.9%, el cual se encuentra en
el intervalo reportado en la literatura 13.9-17.3% (Teutdnico vy
Knorr, 198353 Paredes-Lépez y col., 1990), vy <que ademis se
encuentra superior al intervalo de proteina cruda que presentan
los cereales que oscila del 7 al 14% (Duarte-Correa y col., 1986a;
Garcia y col., 19873 Gémez y Pacheco de D., 1991; Ologunde y col.,

1992). En la misma tabla (Tabla 15) se observa que el contenido de
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Tabla 14. Propiedades fisicas del granc de amaranto tipo Mercado

a2



0]

Propiedad
Tamano (mm)a ancho
largo
Peso b
(g /1000 granos )

Peso hectolitrico b
(kg/hL)

piedades fisicas del grano de amaranto tipo mercado

1.0+/-0.1
1.4 +/-0.1

0.8+/-0.1

791 +/-0.2

a Promedio de 25 repeticiones + /- desviacién estandar
b Promedio de 3 repeticiones + /- desviacién estandar



Tabla 15. Composicién quimica de la harina integral vy

harina desgrasada de amaranto

a3



posicion quimica de la harina integral y harina
desgrasada de amaranto a

. Méte{iaf I _'Huniédad T »Pr_ot'eina_b ; Cenizas b
Harina

integral 80+/-01c¢c 26+/-0.14d 15.9+/-08e
Harina

desgrasada 79+/-01c¢ 27+/-0.2d 14.7+/-04 e

a Promedio de tres repeticiones + /- desviacién estandar

b Valores expresados en % base seca

Los valores en fila y en columna con la misma letra no son estadisticamente
diferentes ( P < 0.05 ), segtin la prueba de Tukey



protefina de la harina desgrasada presentd un 14.7%4 de protefna
cruda lo cual puede deberse a la pérdida de lipoprotefnas en 1a
extraccién de aceite con hexano que se llevs a cabo, sin embargo,

tanto el porciento de proteina de harina integral como 1a harina
desgrasada no son’ estadi{sticamente diferentes (p < 0.05) segun 1la
prueba de Tukey. Los valores de humedad oscilaron entre 7.9 y 8.0%
encontrandose en el intervalo reportado en la literatura de 6.2 a
17.3% (Bressani y col., 1987; Singhal y Kulkarni, 1988), mientras
que el contenido de cenizas 2.6 a 2.7% también se encuentra entre
los valores reportados de 2.5 a 4.1% (Becker y col., 1931:

Pedersen y col., 1987ab; Teutdnico Yy Knorr, 1985; Paredes-Lépez v

col., 1990b).

6.3. EXTRACCION Y PURIFICACION DE LA FRACCION 11S

Se probaron metodologfas para las
protefnas 115 de otros materiales (Saio y Watanabe, 1973; Ishino vy
quo, 1979; Mora-Escobedo y col., 19903 Barba de la Rosa vy col.,
1992ab, Soriarnn-Santos y col., 1992) con el objeto de extraer la
proteina tipo 115 de amaranto, fraccién que yva ha sido reportada
por otros autores (Konishi vy col., 1985; Barba de la Rosa v col.,
1992b; Segura-Nieto y col., 1992).

Las metodologifas anteriormente citadas, pese a wutilizar
soluciones de cloruro de sodio, cloruro de calcio, bicarbonato de
amonio, tratamientos de temperatura Y precipitaciones
isoeléctricas, no fueron las adecuadas para la globulina 115 de

amaranto. Las razones fueron: bien porque las protefnas extraidas

no presentaban el patrén electroforético caracteristico de las

globulinas 1158 o bien POorque los procedimientos fueron
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complicados, no Preparativos, de mucho tiempo Para su preparacién
Y extraccién, lo cual dificulta SU aplicacién. Por 1lo tanto fue
necesarioc encontrar una metodologia de extraccidn adecuada para
115 de amaranto, menos complicada, raApida que manejara grandes‘
volumenes vy a la vez con buenos resultados en la extraccién de 1la
globulina tipo 115 para su correspondiente caracterizacién.

La metodologia propuesta POr Saio y MWatanabe (1973)
aplicada a la extraccién de las proteinas 11§ de amaranto logré
los mejores resultados. Todas las fracciones se analizaron por
medio de electroforesis desnaturalizante para el reconocimiento
del patrén electroforético caracteristico de las proteinas tipo
115, con lo cual se observé que asi como la glicinina de soya
mostré un fendmeno de selectivilidad al precipitar del
sobrenadante ante la presencia de cloruro de calcic (Saio vy
Watanabe, 1973), de efectuarse su extraccién a temperatura
ambiente (Wolf, 1980) y de solubilizarse nuevamente a 40°C (Saio v
Watanabe, 1973; Wolf, 1980), as{ bajo las mismas caracteri{sticas
se obtuvo la proteina tipo 11S de amaranto.

Se liofilizé el extracto crudo y se cuantificé 1la
Proteina presente (N x 5.85) obteniendo sélo un 40-42% de proteina
en la pastilla liofilizada (base seca).

Esta fraccién denominada como fraccién rica en proteina
tipo 11S (FRP 115) fue analizada mediante la cromatografia de
filtracién en columna (Fig. 22) observandose en su perfil de
elucidén, un volumen muerto, un pico con masa molecular aproximado
de 389 kDa v un tercer perfil de menor masa molecular. Para
confirmar la presencia de protefna en las fracciones recolectadas

de esta cromatografia, la posible presencia de carbohidratos

as



Fig.

2. Cromatocgrama de filtracién en gel (Sephacryl S-300) de

la fraccién rica en globulinas tipo 118 de amaranto. Los

marcadores moleculares y su peso molecular correspondiente
son: Si1, anidrasa carbénica (29 kDa): Sz, albumina (66 kDa):
53, alcohol dehidrogenasa (1S5S0 kDa): S¢, f3-Amilasa (200 kDa):
Ss, apoferritina (443 kDa); Ss, tiroglobulina (669 kDa) y S7,

azul dextran (2000 kDa).
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Fig. 30. Efacl del pH en la soclubilidad de la protefina en
harirna desgr: ada, fraccidénm rica en proteina tipo 115 vy

globulinas tipo 115 de nararnta
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Tabla 20. Capacidad de absorcién de agua y de aceite de
la fraccidn rica en proteina tipo 115 y de la

proteina tipo 115 da amaranto
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Material - ~ Absorcion de agua - Absorcién de aceite
T (mL/gde protelna) al - (mL/g_de»proteina_)_ al

Fraccién rica en
proteina tipo 11S 0.13+/-0.23 a 213 +/-0.23¢c

Proteina tipo 11S 0.80+/-0.00b 2.40+/-0.00d

a / Promedio de tres repeticiones + / - desviacion estandar
Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadisticamente
diferentes ( p < 0.05) segun la prueba de Tukey




|
para el empleoc de esta fraccié% dantro da los sistemas
alimenticios debido a que la absorcién de agua o hidratacidn es
considerada como ura de las ‘ principales caracteristicas
fuhcionales para la solubilidad de aditivos, captacidn de humedad,
solubilidad, viscosidad y gelacién de las proteinas {(Hutton v
Campbell, 1931).

Los resultados aqui presentados mostraron una mehnor
capacidad de absorcién de agua que los aislados proteinicos de
soya (Idouraine y col., 1321) y menores a la capacidad de
absorcién de agua encontrada por otros investigadores para
concentrados protetnicos de materiales de diverso arigen veastal
(Bernardi-Don v col., 19913 Inyang vy Nwadimkpa, 1992; Shesan,
1991ab; Tasneem Yy Prakash, 1992 Ordorica-Falomir, 19239;
Paredes-Lépez vy Ordorica-Falomir, 1986b), en donde la capagidad de=
absorcidén de agua géneralmente excede al 100¥ (v/p) de proteina,
mientras que la fraccién proteinica tipo 1185 ﬁresenté adan mencr
capacidad de abSorcién.de agua (0.13 mL / g proteina) quea la
fraccién rica en protefa tipo 11G.

Huttor y Campbell (1921) sugirieron que un factor de
agran importancia para la interaccidn agua y protefina que ocurre en
el atrapamiento fisico que realiza la proteina sobre el agua en el
fendmernce de absorcidn de agua, incluye a la confarmacion
proteinica, estructura proteinica vy peéo molecular (Nakai v
Li-Chan, 1993:; Walstra y De Roos, 1993) vy la presencia o ausencia
de carbohidratos hidrofilicos expuestos (Idouraine y ceol., 1991).
Tado esto podria explicar el por qué la fraccidén rica en proteina
tipo 115 tuvo muy poca absorcidén de agua como Se observéd en  la

Tabla 20. Esta fraccién tuvo un 427 de protefna cruda (N x 3.33) vy
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al parecer el resto lo constituyen carbohidratos (resultados
similares a los reportados por Marcﬁne y Yada en 199£), Y PO+ sSu
comportamiento durante la extracciéh se pudo sugerir un complejo
protef na-carbohidrato reportado por Burova Vv col. (1992) . Este
complejo limité el desdoblamiento tanto de los carbohidrataos como
el de las proteinas (Idouraine y col. 1991; Nakai y Li-Chan, 1993;
Walstra y De Roos, 1993), a su vez limitando el atrapamientc de
moléculas de agua que en este caso la capacidad de’ absorcidn de
agua fue de 0.13 mbL/ g proteina. Por otra parte se puede observar
en la misma Tabla que la proteina tipo 115 incrementd su capacidad
de absorcién de agua al eliminar los carbohidratos de la fraccidn
rica en‘proteina tipo 115. Sin embargo aun este valor (0.30 wmb/g
proteina) fue bajo. Hutton vy Campbell (1921) raelacionaron
previamente este comportamiento con una estructura molacular
globular no desnaturalizada, debido a Aque la desnhaturalizacién
protefinica logra la transicién de un dominio globular en 1la
proteina a un sistema de conformacién al azar, permitiendo la
exposicién de cadenas de amincéacidos, interactuaﬁdo de esta marnetra
con el medio ambiente v permitiendo a su vez una mayor absorcidhn
de agua.

Con lo que respecta a la capacidad de absorcién de
aceite cuyos resultados se presentan en la misma Tabla (Tabla 20,
la fraccién rica en proteina presentd una capacidad de absorcidn
de aceite menor estadisticamente (p < 0.05) que la Eresentada por
la fraccién de proteina tipo 115, lo cual indica wuna estructura
mAs lipofilica que FRP 11S (Idouraine y col. 1991).

Tanto la fraccién rica en proteina como la fraccidn de

proteina tipo 115 tuvieron una mayor capacidad de absorcién de
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aceite que las globulinas de frijol tepary y <aue los aislados
proteinicos de soya (0.83-1.36 mL/ 9 prételna y U0.96~-1.14 mb/ g
protefna, respectivamente) (Idouraihe y col. 1991), <similares a
algunos aislados proteinicos de cartamo (2.27-2.44 mL/ g protefa)
(Paredes-Lépez vy Ordorica-Falomir, 1386b; Ordorica-Falemir, 19288)
y de harina y aislados proteinicos de sova (2.4 mL/ g9 protefa) vy
de ajonjolf{ (2.3 mL/ g9 proteina) reportados por Bernardi Don vy
col. (1991) y por Invang y Nwadimkpa (1932) respectivamenta, pero
inferiores a los resultados de la capacidad de absorcidn de aceite
de las albuminas de diversos materiales (Sathe vy Salunkhe, 1921
Canella vy col., 1983; Tjahﬁadi y col., 1988).

Diversos estudios (Idouraine y col., 19213 Morr v Ha.,
1993; Nakai y Li-Chan, 1993;: MWalstra y De Roos, 1993)  han
demostrado que la diferencia de 1la capacidad de absarcidén de
éceite con respecto a la capacidad de absorcidn de agua en
globulinas, se debe a la presencia de un gran namerc de cadenas ho
polares en la estructura, lo cual facilita la absorcidn y unién de
estas cadenas con los lipidos (Invana y Nwadimkpa, 1992).

Por lo tantoc, =e ha reportado que al disminuir la
viscosidad del aceite, éste puede penetrar en la muastra con mayor
facilidad y gracias a las cadenas ho polareé de las proteinas se
logréd este incremento, cuestidn no similar para 1la absorcidén de
agua. De igual manera se ha reportado un incremento en la
capacidad de abscorcién de aceite al someter las proteinas a 1la
accién de proteasas de bacterias, no asi de hongos ya Qque al
parecer fraccicnhan las cadenas polipeptidicas liberandoc las
enlaces hidrofébicos pero en forma no muy drastica (Bernardi Don vy

col., 1990). Por todo lo anterior, se reiterd la sugerencia de la
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naturaleza globular de las proteinas y del complejo proteina

globular con carbohidratos (Burova y col., 1992).

6.5.3. Capacidad de Formacidn y Estabilidad de Espuma

En la Tabla 21 se presentan los valores obtenidos para
la capacidad de formacién de espuma de la fraccidn rica en
protefna tipo 115, la proteina 115 y el aislado comercial de soya
(Olivares-Vazquez, 1999), en funcidén del pH. Las fracciones
proteinicas presentaron valores maximos de formacién de espuma a
FPH 2 vy pPH 3. Pese‘a que la fraccién rica en proteina 115 de
amaranto tuvo valores minimos de formacidn de espuma a PH 4 vy pH
6, en la fraccidn protéinfca 115 definitivamente hubo un
comportamiento distintivo, en donde a pH 4 1la capacidad de
formacidn de espuma fue minima (10X%) mientras que a pPH 6 hubo un
incremento considerable (154%) 16 veces superior al presentado a
gH 4. Se puede observar que en el caso del aislado comercial de
soya se presenta un comportamiento similar a la fraccién rica en
proteina tipo 115 en donde se muestra un minimo de capacidad de
formacion de espuma a pPH 6 v un  incremento de la misma a pHs
extremos, similar a su vez al comportamiento presentado por el
aislado proteinico de soya comercial de Qrdorica-Falcomir (1933).

El1 comportamiento de la estabilidad de espuma en funcidn
del pH de la fraccién rica en porteina 11§ con respecto a la
proteina tipo 115 fue estadisticamente diferente (Tabla 22). La
fraccién rica en proteina 115 presentd una minima estabilidad
(19.8) a pH 4 siendo similar estadisticamente (p < 0.05= a los
valores presentados a pH 6, pPH 8 v pPH 10, mientras que a pH 2

presentd su maxima estabilidad. Cabe hacer mencidén que a PH 2
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Tabla 21. Efecto del pH sobre la capacidad de formacidn de
espuma de proteinas de amaranto y un aislado comercial

de sovya
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fecto del pH sobre la capacidad
a

A~ F 1A
de formacién de espuma

islado comercial de soya

Capacidad de formacion de espuma (% )a/

Fraccionricaen - Proteina Aislado comercial

proteina tipo 11S - tipo 11Sb | desoyab/c/ -
2 840+/-00a 98.3+/-24¢e 51.5+/-10.2
4 547 +/-2.3 ak 10.0+/-28d 51.9+/- 7.7
6 540+ /-20 ak 1541 +/-158¢g 288+ /- 23
8 67.3+/-23Db 220.0+/-0.0i 409+/- 72
10 63.3+/-3.0b 200.0+/-0.0h 418 +/- 23
12 n.d. 1155+ /-122f 455+ /- 4.8

a / Promedio de tres repeticiones + /- desviacion estandar

b / Olivares - Vazquez (1989)

n.d. = No determinada

¢/ Los valores para el aislado comercial de soya no se incluyeron en el
analisis estadistico

Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadisticamente

diferentes ( p <0.05 ) segln 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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ecto del pH sobre la estabilidad de espuma de proteinas
de amaranto y un aislado comercial de soya

Estabilidad de espuma (% ) a

Fraccionricaen - Proteina - Aislado comercial
“proteina tipo 11S - - - tipo11s® .~ .. desoyab/c/
2 459 +/-13be 604+ /-3.1f 796 +/-6.9
4 19.8+/-24a 00c 545+ /-8.6
6 224+/-18a 0.0c 295+/-7.3
8 216+/-08a 36+/-0.64d 435+/-7.0
10 228+ /-04a 20+/-0.74d 532+/-2.4
12 n.d. 443 +/-1.7¢eb 449 +/-10.5

a / Promedio de tres repeticiones + /- desviacion estandar

b / Olivares - Vazquez (1989)

n.d. = No determinada

¢/ Los valores para el aislado comercial de soya no se incluyeron en el
analisis estadistico

Las medidas en fila y en columna con la misma letra no son estadisticamente

diferentes ( p < 0.05 ) segun la prueba de Tukey
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tanto presenté su mAxima capacidad de formacisén de espuma comc Su
maxima estabilidad.

Por otra parte, la proteina tipo 115 de amaranto
presentd su minima estabilidad a pH 4 v pH 6, seguido por PH 8 v
pH 10 con una minima diferencia estadistica (p < 0.05), mientras
que a pH 2 presentd su maxima estabilidad, adn superior que el
valor - reportado en la misma tabla CTabla 22) para la fraccidn
rica en proteina tipo 115. En este caso, se cbtuvc una maxima
capacidad de formacidn de =spuma a pH 8 perc con uhna minima
estabilidad.

En forma 4aeneral el aislado comearcial de soya
(0livares-Vazguez, 1989) tuvo una mayor estabilidad en funciéﬁ de
cada pH que las fracciones proteinicas del amaranto.

Al igual que la mayoria de las propiedades funcionales,
la capacidad y estabilidad de espuma de un proteina depende de
muchos factores (Ordorica-Falomir, 19838), est&s incluyen la fuente
de proteina (Idouraine y col., 19913 Shen, 1991ab), método de
preparacidén (Parades-Lépez v Ordorica-Falomir, 19286b; Bernardi Don
y col., 19913 Idouraine y col., 19913 Tasneem VY Prakash, 1992),
composicién (Morr y Ha, 1993; Nakai y Li-Chan, 19393; Utsumi Vv
col., 1993; MWalstra vy De Roos, 1993), solubilidad (Nakai v
Li-Chan, 19933 Walstra vy De Roos, 1993), concentracidn, PH v
temperatura (Ordorica-Falomir, 1988: Idouraine y col., 1991;
Walstra y De Roos, 1993) v presencia de sales, azucares, lipidos.,
entre otros (Yuno y col., 1988; Baniel v <col., 19923 Tasneem VY
Prakash, 1992).

Unha de las caracteristicas que deben tener las proteimnas

para que puedan formar gran cantidad de espuma Yy con buena
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estabilidad, es un cierto grado de desnaturalizacién superficial
con lo cual se favorecen las intergcciohes proteina-proteina y se
aumentan la fuerza de cohesividad entre las proteinas <que forman
la pelicula de las espuma, sin llegar a una desnaturalizacidn
completa con lo cual provoca una pelicula fragil permitiendo Qque
los glébulos de aire se colapsen (Walstra v De Roos, 1993) y séa
minima la estabilidad. Al respecto, diversos autores procuran una
desnaturalizacién parcial de sus proteinas, impidiendo la
asociacién de las mismas nuevamente a través de polisacaridos o
grupoé afines va séa a través de enlaces hidrofilicos o bien
covalentes (5-S), dejando de esta manera una fase hidrofdébica
minima en el interior de las moléculas proteinicas (Yuno y col.,
1988:; Baniel y col., 19923 Tasneem Yy Prakash, 1992; Walstra y De
Roos, 1993).

Lo anterior a su vez podria explicar el por qué la
proteina tiene una gran capacidad de formacidén de espuma pero una
nula estabilidad suponiendo que esto se logra debido a <que la
proteina vuelve a obtener su forma galobular, mientras que 1la
fraccién rica en proteina tipo 1185 gracias a la presencia de
carbohidrataos mantiene tanto capacidad de formacidén de espuma como

estabilidad de la misma, casi en forma constante en funcidén de los

distintos pHs.

130



6.6. DIGESTIBILIDAD IN VITRO

En la Tabla 23 se detallan los resultades de la
digestibilidad in vitro de la caseina como proteina de referencia
y de la protefia 115 de 1las globulinas de amaranto, donde las
globulinas tipo 115§ mostraron un 26.6% de digestibilidad muy
cercano al de la caseina con un 89.2% resultado de gran
importancia si se considera a las globulinas tipo 11S de amaranto
como una proteina potencial en los aiimentos.

El anAlisis quimico de una proteina, su funcionalidad vy
digestibilidad in vitro aportan un valor nutritivo intrinseco sin
embargo dependen a su vez de una serie de factores como: presencia
de factores antinutrimentales, digestibilidad verdadera vy aparente
y evaluacidén del balance de nitrégeno para obtener un valor
biolégico de la proteina en estudio, por lo tanto se hace

nhecesario llevar a cabo una evaluacién nutricldgica de la fraccidn

tipo 11S.

131



Tabla 23. Valores de digestibilidad in vitro de la caseina

v globulinas tipo 11S de amaranto
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lores de digestibilidad in vitro de la caseina y giobuiinas
tipo 11S de amaranto a

Material ~ © Digestibilidad (%)

Caseina 80.2+/-03b

Globulinas tipo
11S de amaranto 86.6+/-03c

a / Promedio de dos repeticiones + /- desviacion estandar
Las medidas en columna con la misma letra no son estadisticamente
diferentes ( p <0.05 ) segun la prueba de Tukey




7. CONCLUSIONES

Como conclusién se tiene que se logrd un métoda simple
para la extraccién de la fraccidén tipo 115 de las globulinaé de
amaranto. El método emplea la sclubilidad de las proteinas y de
los carbohidratos presentes a través d=l manejo de pH (8-8.5, 7) v
temperatura (Tamb., 40°c, 37°C v 4°C). E1 tratamiento enzimatico
no fue efectivo, debido a <que los carbohidratos presentes, no
estaban enlazados a huestra fraccién. E1 descenso ligero de la
temperatura (de 40°c a 37°C), al igual gque =1 descenso ligero de
pH (de 8.5 a 7.0), logrd la precipitacién de la proteina 1i5.
También se puede reiterar, que la caracteristica de ia soluciéﬁ
extractante, determina en forma considerable la estructura,

g

estabilidad vy caracteristicas propias de las globulinas 116, De

los resultados presentados en este trabajo se puede proponer que
la fraccién extraida en el presante trabajo, denominada globulina
tipo 11S, puede ser un mi=mbro altamente conservado de la familia
de las globulinas 115 presentes en otros materiales debido al
patrén electroforético caracteristico que presentan coh ¥y sin

reduccidén de los puentes disulfuro.
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