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RESUMEN

Se tom& una muestra de grano de Amaranthus cruentus

variedad B84S-K277 la que se dividid en cuatro porciones.
l.a primera se tomdé como muestra control y a las restantes
se les pasd por un moline de tres fases para dividirlas
mediante tamizado en tamaho de particula. Se observs cada
muestra por estereocscoplic y Se tomaron fotografias. A estas
muestras se les realizd analisis gquimico de humedad, grasa
y proteina y de extraccién de solubilidad proteica para
determinar porcentajes de albumina, globulina, preclamina
y glutelina en cada fraccidn, mediante los métodos de
micro-Kjeldahl vy Bradford. En base a las caracter{sticas
f{sicas y quimicas se determind gque el perispermno
correspondfa a la muestra del mesh No. 30 y el germen a
la muestra del mesh +#40, con una diferencia

estad{sticamente significativa a una p >0.05.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad el problema demogréfico enclerra
preocupacién y los esfuerzos de la humanidad tienden a
su control o solucidn para evitar el colapso ecolééico.

Parte importante conlleva la solucidn de las expectativas
alimenticias que la humanidad demanda con Su actual
crecimiento. El desarrollo y aplicacidﬁ de nuevas opciones
son el objetivo del Ingeniero en Alimentos.

El amaranto es una planta ancestral de uso pcpular entre
los antiguos habitantes del continente latincamericano
y cuyo desuso se debid mas a supersticiones gue a un
razonamiento Cientffico. Se estan efectuando numerosos
estudios para la implementacién y aprovechamiento de la
planta y su grano comc una solucién al problema alimentario
del futuro. En el grano se ha encontrado alto contenido
de protefnas de muy buen valor nutritive, asimismc en
vitaminas y minerales gque lo colocan por encima de muchas
plantas afines como el recurso alimenticio del continente.

rd r

En este estudio se efectuara una comparacion entre los
dos constituyentes fisicos principales del granc de
amaranto, el germen Y perispermc, en cuanto a la
distribucion de las protefinas en cada fraccidn. Con base

v . a ” v
en ello se logro la aplicacion del grano y sus fracciones
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fisicas al desarrollo de productos de utilidad basica como

formulas ldcteas, suplementos proteicos vy concentrados

de proteina. Se puso a prueba los métodos mas eficientes

para la determinacidn de la distribucion de las protefnas.
Al final del estudio se conocid de una mejor manera

la naturaleza del grano de amaranto, asi como abrir las

puertas para nuevos estudios y futuras aplicaciones del

producto en la industria alimenticia.

Se trabajé'COn Amaranthus cruentus debido a que es la

especie nativa de Guatemala y su disponibilidad es mayor.
. 1 . . 4

De esa manera el estudio tiene mayvor aplicacion a la

realidad nacional pues trabajamos con una especie

guatemalteca.



I1I. ANTECEDENTES

A. HISTORIA: 0

i1
i

El amaranto era considerade como una planta ceremonial
por los Mayas y los Aztecas, tomando parte importante de
sus ritos. Asimismo, su consumo era masivo tanto como
hortaliza y como cereal. Luego de la conguista su siembra
fue prohibida para evitar el retorno de los indfgenas a
sus antiguos ritos religiosos. Desde la conguista hasta
nuestros dias sus usos no han tomado la. importancia gue
tenfa en las antiguas civilizaciones americanas (25 y 30).

El amaranto tiene una amplia distribucicdn encontrdndose
miembros de esta familia en América, Eurcopa, Asia y Africa.
Ha presentado caracteristicas de resistencia a climas
adversos, poca necesidad de agua y no necesita de suelos
ricos para su crecim%ento (25). Es una planta de crecimiento
rapido que emplea la wvia C-4 de fotosintesis, esto le
permite utilizar eficientemente el didxido de carbono
disponible del aire concentrandolo en los cloroplastos
de las células especializadas, las gue se localizan
alrededor de las envolturas vasculares de las hojas (31).

Amaranthus proviene de palabras griegas gJgue significan
"al inmortal' © "el que no se marchita". Por ello es el

. < S .
gran interes que ha despertado el amaranto en la actualidad
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como una solucion a la hambruna mundial dada su resistencia
al ambiente y la posibilidad de cultivo en el desierto

(25).

B. CARACTERISTICAGS:

Divisidn: Magnoliophyta

Clase: Dicotiledonneae

Sub-Clase: Caryophyllidae

Orden: Cariophyllales
Familia: Amaranthaceae
Género: Amaranthus (14)

T.a familia Amaranthaceae forma parte de los llamados

pseudocereales, ya que producen grano o semilla similar
~ < .

perc de menor tamano, Contande con mas de cincuenta

especies, presenta una distribucidn mundial. El Amaranthus

cruentus es la especie gque se desarrolld vy que se cultiva
en Guatemala y en otras regiones de Centroamerica (6, 7
vy 30).

El qéﬁero Amaranthus representa hierbas anuales, erectas
de hasta dos metros de altura. El1 tallo es central con
pocas ramificaciones laterales y una rafz corta y robusta
con numerosas raicillas secundarias (27).

Las plantas presentan un pigmentoc rojizo, la amarantina,




con diferencia en coloracion desde blanco amarillento,
verde, rosa roja hasta pd&pura. Las flores son cosmopolitas,
con flores monoicas o dioicas, en densos racimos (27).

El fruto es un pixidio con una cavidad y las semillas
de 1.0 a 1.5 mm de diametro son de variados colores: blanco,
amarillo, rosado pardo, rojizo vy negro. Aproximadamente

1,000 semillas pesan un gramo (25 vy 27).
C. DISTRIBUCIGN:
El amarantoc es una planta tropical de vasta distribucion

mundial. Se cultiva principalmente en el sur de los Estados

. i . . .
Unidos de América vy México (Amaranthus hypocondriacus),

Guatemala (Amaranthus cruentus), Pertt y Bolivia (Amaranthus

caudatus) v Argentina (Amaranthus edulis) (27).

Ademas de tratarse de una planta de origen americano
ha tenido una amplia difusidn v se pueden encontrar cultivos
para granc y para otros usos en China, Rusia, India y Nepal
(273 .

El amaranto crece en climas tropicales huﬁedos Yy soleados
hasta templados de relativa latitud. Necesitando humedad
para su crecimiento éptimo, luego de alcanzarlo el amaranto
es bastante resistente a condiciones de sequfa (25).

£l amaranto pressenta un  rendimiento de cultivo muy

. . . " .
atractivo, c¢on produccicn de 3,900 Ko de semilla por
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hectarea cultivada en un lapso de 12 a 15 semanas (25).
D. SEMILLA:

Morfologfa: La semilla del amarantoc tiene una forma
lenticular, de aproximadamente 1.0 a 1.5 mm de didmetro
vy con 1,000 semillas pesando 0.6 a 1.0 gramos (17).

En la figura A se presenta esqueméticamente la semilla
de amaranto. EIl embridn es circular en su forma y wircula
al perispermo en uno de sus cantos (17 y 21). Es de forma
circular y su envoltura se une al perispermo fuertemente
perc susceptibles de separar por molienda abrasiva (21).
Los haces wvasculares de 1la futura planta se identifican
como procambium y se encuentran como un paquete en el centro
de la rafz v cotiledones (17}).

El endospernc se deriva de células triploides v el
perispermo de cdlulas diploides {17). El embrién en
desarrollo toma la mayor cantidad de las reservas del
endosperma al punto gue casi se llega a su <ﬂesaparicidﬁ
en la semilia madura (3 y 17). Asimismo el endosperma
presenta una capa delgada de células asociadas a la cubierta
de la semilla confiriendole caracter{sticas protectoras
(17).

Las células del embrién varfan entre S{, presentado
cuerpos esfericos en una matriz esponjosa (17). La matriz

. . . . /
prasenta un contenido mayoritariamente de lipidos y los



cuerpos celulares son de naturaleza proteica (17).

El centro de la semilla, el perispermo, €5 la porcidh
de almacenamiento. Presenta grénulos polihéariCOS de
almiddn, probablemente en forma de amilopectina. La protefna
se deposita c<omo grénulos pequeﬁbs entre los de almiddn

(17).

E. DISTRIBUCION DE FRACCIONES FISICAS DEL GRANO DE AMARANTO:

4 L4
No existe mucha informacion scobre la distribucion de
. S
las fracciones fisicas del grano de amaranto. Betschart
I'd . .
y colaboradores (4) usando un matodoe de molienda abrasiva

informaron que para el Amaranthus cruentus, el 25% del

Vi >
peso del grano correspondia al germen mas cascara. Por

> . ~ - . .
diseccicn manual los mismos autores midieron gque el
- k4 . .
porcentaje del germen mads cascara era de 26.3, gue coincide
hastante con los resultados de la molienda abrasiva. Otros
i . . L, ‘
autores usando metodos de fraccionamiento fisico a traves
L
de molienda abrasiva han informado una distribucion similar.
. . . i .
Es de interes indicar gue para el maiz y trigo, ia
X , R rd
distribucion del pesc del grano es de 24.28% del germen

4 Fa
mas cascara (4}.

F. COMPOSICION QUIMICA DEL GRANO:

. . < . . 4 . . *
A continuacion se indica <l analisis proximal del grano



de amaranto:

Carbohidratos: 61.0-65.0%

Fibra Cruda: 4.0~ 7.0%
Proteina: 13.0-18.0%
Cenizas: 3.3~ 3.6%
Grasa: 4,0- 7.0% (3)

1. PROTEINAS:
El contenido de proteinas es alto en grano de amaranto
- N /’
(13.0-18.0%) comparado con los cereales. La proteina
. . s, .
contiene un buen bkalance de aminoacidos esenciales, v eén
. . / . . »
particular en aminocacidos azufrados vy 1lisina, gque son
relativamente altos comparadeos con las cantidades gque se
. # . .
encuentran en los cereales. La leucina, por analisis
/o, . . 7. . ,
quimicoc, es el primer amincacido limitante; aunque esta
limitacion puede solucionarse al combinarlo con los
. v 4 - +
cereales. Sin embargo, resultades biclogicos sugieren gque

/ . . .
el primer aminoacido limitante es treonina (6).

2. CARBOHIDRATOS:

El1 carbohidrato més importante abundante es el almidén,
en niveles de 69 + 3%, que han sido descritos‘como grénulos
de amilopectina y con diametro de 1 a 3 um. Ademas contiene
una porci&n de amilosa de un 4.8% a 6.4%. La porciéﬁ de
almidon de la semilla de amaranto puede contener 0.49%

4 P s
roteina 1.17%2 de grasa. La sucrosa es el azucar mas
¥
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. . . d
importante en la semilla de amaranto, tambien estan

presentes rafinosa, estaquiosa y maltosa {4).

3. LIPIDOS:

Estudios realizados de la composicion de lfbidos y acidos
grasos en la semilla de amaranto han demostrado un contenido
total de 1lipidos de 10-17% de peso seco. Los lipidos no
polares, principalmente triglicéfidos, contribuyen a un
90%. Se han encontrado un alto grado de insaturacidﬁ con
aproximadamente 70% de acido oleico, 1% de acido linoleico
y 20% de acido estedrico (27).

Se ha reportadoc un contenido promedio de grasa en la
semilla de amaranto de 5.9% {rango entre 3.0-16.3%) (3,

4y 6).

4, MINERALES:

£1 contenido de cenizas es alto comparado con los
cerecales. La mayor cantidad de los minerales se concentran
en la cubierta y en germen. Elementos como hierro y cobre
se encuentran en el germen, y calcio, sodic Yy manganeso

se encuentran en la cubierta (4).



5. VITAMINAS:
’ . . 7 ;

La mayoria de las vitaminas estan c¢oncentradas en el
germen, Hay una mavyor concentracidén vitaminica en las partes
verdes de la planta que en las semillas (27).

Se ha encontrado niveles adecuados de riboflavina vy

. . L] "-- P .
niacina, dcido ascorbico en cantidades elevadas, sin embargo

. . e
tiamina y_ﬁ—caroteno estan ausentes en Amaranthus cruentus

}

(271},

[

. COMPOSICION QUIMICA DEL GERMEN Y PERISPERMO:

Las dos fracciones fisicas mas importantes del grano
- ’ I '
scn =1 germen mds cascara y el perispermo. Estas dos
- A .
fracciones son gquimicamente diferentes, va gue el germen
4 ~ . .
mas cascara ha sido informado por Betschart vy colaboradores
‘ . «
(4) gue contiene niveles de grasa y proteina mayores que
el perispermo, v este ultimo mayor cantidad de carbohidratos
s - . . -
como almidon. Es importante indicar gue el germen de los
. a .
cereales o8 diferente qguimicamente Jue el perispermo

L . .
siguiendo un patron similar a la del amaranto.

H. DESVENTAJAS:

Son muy pocas las desventajas o defectos que pudleran

encontrarse en el granc de amaranto como fuente alimenticia
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La existencia de factores antinutricionales como
saponinas, inhibidores de tripsina ¥ tanincs han sido

nd ' .
senalados; sin embargo sus niveles son menores a los
informados en legumincsas y no contituyen un riesgo humano
{25).

La presencia de hemaglutininas snccntradas en la especie

Aamaranthus cruentus no presentan un riesgo, ya dJue sOn

degradadas durante el procesamiento de harinas sin alterar
el valor nutritivo de este (8).

Alguncs autores como Singhal vy Kulkarni (28) han
informado sobre pequeﬁas cantidades de nitratos y oxalatos

en 1a semilla de amaranto.

I. USGCS:

En general su uso es aJn muy reducido y su siembra no
se ha desarrollado en gran escala (25).

En la actualidad su uso como grano esta en la elaboracion
de dulces '"Alegria', atoles y tortillas en México, VY
fabricacién de bollos en Perﬁ. En India la semilla se usa
para la elaboracién de dulces al igual gque en Nepal;
asimismo puede ser usada la harina para 1la elaboracién
de tortas parecidas a pangueques (6).

En pafses americanos so atiliza al grano de amaranto
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para la elaboracidn de bebidas con agua o leche (25). Se
puede utilizar la harina del grano de amaranto para
incrementar el valor nutricional de otros cereales (25).

L.a semilla puede ser utilizada para la elaboracio% de
pigmentos pero su uso no esté muy desarrollado (25).

El uso del grano de amaranto en la industria puede tener
futuro como fuente de escualeno para ser usado en la
industria cosmética. Asimismo se han encontrado usos en
la industria de farmacos como fuente de sustancias
antivirales (28 y 29).

1l consumo del amaranto como vegetal verde es popular
entre la poblacién guatemalteca. Asimismo es relativamente
distribuido como vegetal para comer cocido en paises como
la India y Nepal (30),

La planta es utilizada en funcidn ornamental dadas las
caracteristicas de la belleza de la flor (30).

En vista del alto valor nutritive del grano, en afos
recientes wvarios grupos de cientificos han desarrollado
diversos alimentos c¢on amaranto, que incluyen alimentos
para el destete del niﬁo, cereales para desayuno, productos

de reposterfa, pan vy alimentos similares (30).

J. PROTEINAS:

Una virtud del grano de amaranto es su alto contenido
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. . . . s
de lisina y metionina en la proteina, gue son los
\ Lo A L. . .

aminoacidos criticos en nutricion principalmente cuando
4
esta se basa en el consumo de cereales. Esto convierte
al amaranto junto a sus otras propiedades, en un alimento

de mucho potencial en alimentacion v nutricion (6 y 7).

K., PROTEINAS: FRACCTIONAMIENTO DE LAS PROTEINAS

El alto potencial del amaranto como fuente alimenticia
se basa en su alto contenido de protefﬁas (13-18%), as{
como su contenido de aminodcidos gue llenan los reguisitos
de la FAOC (6, 7, 26 y 27),

Esto ha provocado gue se investigue arduamente sobre
el tema y asi{ se disponga de informacion mag detallada
al repectc. Se han efeptuado diversas investigaciones con
resultados variables. Bressani y Garcia Vela (7) informaron
gue la distribucidn de proteinas en el grano basada en
su solubilidad, era d&e 20.7% de albuminas, 19.2% de
globulinas, 2.2% de prolaminas y 4.4% de glutelinas. La
relacion entre globulina y albumina se encontro en 0.95
(7).

Este hallazgo coincidig-con investigacicnes de Soriano-
Santos y Segura-Nieto (25 y 28). Siempre usande harina
del grano de amaranto y tratando de conocer la distribucidﬁ

proteica. Konishi (18) hallo contenidos altos de albuminas
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vy glcbulinas perc con una relacién globulina/albémina de
1.7-2.3. Numerosas investigaciones han continuado con este
trabajo (15), para lo cual se han utilizado diversidad
de soluciones de extractos de protefha y siempre se ha
encontrado una mayor porciéﬁ de albﬁﬁina y globulina,
seguido de glutelinas como grupo proteico individual mas
importante y las prolaminas en muy pequeﬁas cantidades
y hasta consideradas como protefnas de }eserva {15), como
se ha indicado en el caso de los cereales.

Gorinstein y colaboradores (15), declaran en su trabajo
gue la fraccion proteica y 1la composicidﬁl de aminoacidos
del amaranto es mas comparable a la sova gue a los cereales.
La composicidﬁ de aminoacidos de las protefﬁas
constituyentes del grano fue descrita por Barba de la Rosa
y colaboradores (2) asi: albumina rica en lisina y valina,
globulina rica en metionina vy cistefha; prolamina rica
en aminoacidos azufrados y fenilalanina vy, por ﬁltimo,
las glutelinas en leucina, treonina e histidina. En general
las glutelinas exhiben la mayor proporciéﬁ de aminoacidos
esenciales (2 y 15).

Recientemente Barba de la Rosa y colaboradores (2F
recomendaron una serie de solventes gue encontraron 6btimos
para la extraccidn Y caracterizacidn de las proteinas;de
la semilla entera del amaranto. Sin embargo, todos los

estudios efectuados hasta el momento se han efectuado con

rd
2l grarc entero y no con las dos fracciones mas importantes
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del grano como son el germen y el perispermo, y seé ha
postulado en el presente estudio que las fracciones
proteicas del germen y perispermo son diferentes, como

los cereales.

I,. . DISTRIBUCION DE LAS PROTEINAS EN GERMEN Y PERISPERMO

DEI. GRANO DE AMARANTO:

Betschart y colaboradores (4) usaron sistemas de molienda
perlado y lograron separar con bastante exito el germen
del perispermo, confirmandose luego su exito mediante la
separaciéﬁ manual del grano. Una de las fracciones del
germen sSe caracteriza por un alto contenido de grasa Yy
protefha (2.3-2.6 veces mas), mas vitaminas y minerales;
la otra fraccion se caracteriza por alto contenido de
almidén. Estos autores encontraron gque el contenido de
aminogcidos del perispermo era diferente al del germen.
E1l puntaje qufmico dado fue de 88 para el perispermo Yy
72 para el germen; sin embargo, el PER del germen fue de
1.83, mientras que el del perispermc fue de 0.62. Estas
diferencias no fueron explicadas pero sugieren que
posiblemente existfﬁn mayores diferencias entre los
aminoébiddé esencliales, protefnas constitutivas, y  su
distribuciéﬁ entre las dos fracciones fisicas de la semilla.

Konishi vy colaboradores (18) encontraron que un 65%
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de la protefna del grano se encontraba en el germen Yy sélo
un 35% en el perispermo, {(18).

Unc de 1los objetivos de esta investigacioﬁ fue la de
obtener mas informacicn gue explicara los hallazgos de
tos autores mencionados y disponer de datos sobre la
distribucion de las protefnas en las diferentes partes
del grano; asi{ como su distribucidn baséhdose en la
solubilidad, con lo que se pudo extrapolar hacia posibles

uscs comestibles de cada una de las porcicnes del grano.



IITI. JUSTIFICACION

El amaranto es una planta con un gran potencial de
utilizacién, va gque ofrece la parte vegetativa como un
producte hortfcola, la planta entera o partes de ella como
forraje vy el grano como un cereal. Para lograr su
implementacion como alimento, tanto para fines de producciéﬁ
animal como para consumo humano, se debe conocer a fondo
tanto su composicidn quimica cualitativa como
cuantitativamente.

En afos recientes se ha demostradoe el alto valor
nutritivo del grano, vya sea solo o en combinacidn con
cereales y otros granos. El alteo valor nutritivo se atribuye
a un relativo contenido de calorias y de proteina, esta
Jltima rica en varios aminoacidos esencialesf en particular
lisina. Sin embargo, para ampliar el potencial de
utilizacidn se hace necesario conocer mas sobre este.

Existen relativamente pocos estudiocs sobre el
fraccionamiento fisico del grano, es decir el efecto que
la molienda selectiva puede tener sobre la caracterizacion
qufmica de las fracciones de molienda, en particular de
las dos fracciones fisicas mas importantes gque son el
perispermo y germen. Para incrementar los conocimientos

. .
se debe establecer el contenido protefhico vy su distribucion
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entre el germen y el perispermo a fin de determinar qué’

.7 . / s
porcion de la semilla es mas util para el desarrollo de
- l- 0 .
alimentos. En estos terminos este es el primer estudio
. '
gue se realiza y aporte datos, tanto academicos como
/-
practicos, para el futuro del amaranto como tema de
v . |’
investigacion.

Todo estudio gue se lleve a cabo hasado en el amaranto
tiene importancia pues nos acerca a la verdad del alimento
americano del futuro.

De este estudio se obtuvieron resultados para proseguir

. .- Lo
la aplicacidn practica del amaranto, ya sea come un producto

alimenticio o como un suplemento.




V. OBJETIVOS

A, OBJETIVOS GENERALES:
1. Centribuir en conocimientos schre las protefnas del

granc de amaranto.

k. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Establecer la comparaciéﬁ entre el c¢ontenido proteico
vy 21 de grasa del germen y perisperxc.

2. Determinar las cantidades de albumina, glchulina,

amin

Y4
83

DYoo y glutelina presentes en la semilla de Amaranthus

fa oy e
Criuencus.

()

=y ’ - r . .
. Establecer las «cantidades de albumina, globulina,

crolamina y glutelina presentes en las dos principales

1]

racciones fisicas del grano, perispernc v el germen.

. ' ~ S ] a + -
casada en la determinacicn cuantitativa de proteina,

S8
]

- 3 -~ - v
establecer qu€ porcicn de la semillz tiene mayor valor
alimenticio.
5. Establecer las bases para futuras investigaciones hacia

14 aplicacion del amaranto ceme mataria prima en alimentos.






V. HIPOTESIS

"Iz distribucidn de las protefhas del germen y perispermo

en el grano de Amaranthus cruentus 50N diferentes

cuantitativa y cualitativamente".







VI. MATERTIALES Y METODOS

MATERIALES

A) EQUIPO:

- Molino de Discos: Molino de’ 3 fases, voltaje de 230,
amperios de 7.8, 60 ciclos, Numero de serie: 1056, Lee
Engineering Company Milkwaukee, Wis. USA.

- Tamizador: Portable shieve shaker, modeloc RX-24 T-792
CE-Tyler, combustion Engineering, Inc. USA.

-~ Tamices: Todos los tamices ha utilizar son USA Standard
Testing Sieve, A ST ME-11 Specification, mesh arriba de
18, arriba de 20, arriba de 30, arriba de 40 y pasado de
40, Fisher Scientific Company, USA.

- Molino Whiley: Modelo 5XBGOOG D, 6HP, Hz de 60, voltaje
de 115, General Electric Co., USA.

- Horno: Fisher Scientific Isotemp Oven, Modelo 630G T=
C, voltaje de 115, amperios de 6.5. USA.

- Desgrasador etereo: Labonco Company USA, kansas City,
Missouri, 64132. Numero de catalogo: 3500100, Numero de
Serie: 203462 CW, voltaje de 115, amperios de 5.2.

-~ Balanza analitica: Mettler Instrument, Corp. Highstown
NJ, hecha en Suiza, tipo HG, Numero de serie: 282776.

- Agitador: Orbit shaker, Lab-Line, hecho por LabLine
Instruments, Inc. Melrose Park, 111, 60160. Modelo: 3520,
voltaje de 120, amperios de 0.9, Numero de serie: 09870229,

- Agitador de tubos: Motor glover shaker Graner MFG,
Couniversity, Ind. USA. Modelo: 240. Numero de serie: 3718.

- Centrifuga: Damon/IEC Division, Needham HTS, Mass 0291
USA. Modelo HNS. Numerc de serie: 34722130.

- pH metro: Modelo 301. Onion Research Incorporates Boston,
Ma. 02129, USA. adjunto potenciometro Onion Combination
pH 91-05.

~ Balanza de dos platos: Harvard trip balance 2-5 1lb de
capacidad. Numero de serie: Af 13831. Ohaus, Florham Park,
NJ 07932, USA.
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- Refrigeradora: Marca Westinghouse, USA.
— Cajuelas de humedad.

- Espatulas.

- Pisetas de plastico.

- Molino Cyclone Sample Mill. UDY Corporation. USA. Modelo
3010-030.

- Egquipo de micro-Kjeldahl. Destilador y Digestor Labonco
USA.

~ Spectronic 20 Bausch & Lomb. USA. 115 Vv, 50-60 Hz 0.8
amp.

- Esteroscopio Wild Herbrug. Modelo M3Z. Camara Wild Modelo
MPS5-52 65X, 10X, 16X, 25X, 40X.

B) Cristaleria:

- Envases de vidrio de 14 oz, hechas en Estados inidos.
- Beaker 300 ml, marca Pyrex USA, # 1040,

- Beaker 250 ml, marca Kimax, USA., # 1400,

- Beaker 100 ml, marca Pyrex USA. # 1000.

- Erienmeyers 125 t 5% ml, marca Pyrex, USA. # 4980.
- Bureta 50 + 0.02 ml, marca Pyrex USA. # 3024.

— Probeta 25 ml, marca Pyrex, USA.

- Varilla de vidrio.

- Baldn 500 + 0.20 ml, marca Pyrex, USA. # 5642,

~ Baldn 50 + 0.5 ml, marca Pyrex, USA. # 5642.

-~ Baldn 100 + 0.08 ml, marca Pyrex USA. # 5642,

- Baldn 1000 ¢ 0.30 ml, marca Pyrex USA. # 5642.

- Baldn 25 + 0.3 ml, marca Pyrex USA. # 5642.

- Pipeta 5 ml, marca Pyrex USA. # 7065.
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€) Reactivos:
-Hexano: marca Merck, Alemania. Grado analitico.
-Eter: marca Merck, Alemania. Grado analfitico.

’ ,
-Peroxido de hidrogeno: 33% (p/v). Montplet Esteban S.A.
Barcelona, Espana.

—Aci@p Sulfﬁfico: Riedel -de-Haen, Estados Unidos. Grado
analitico.

e
-Hidroxido de Sodio: Beaker analyzed, Estados Unidos. Grado
analitico.

Fosfato Dibasico de Sodio: Mallinckrout, Estados Unidos.
Grado analitico.

- 2-propanol: Marca Merck, Alemania. Grado reactivo.

- Verde de Bromocresol: Marca Merck, Alemania. Grado
reactivo.

- Rojo de metilo: Marca Merck, Alemania. Grado reactivo.
~-Etanol: Marca Merck, Alemania. Grado reactivo.

-Dodecil Sulfato de Sodic: Aldrich Chemical Company, Inc.,
Estados Unidos. Grado analfitico.

-  2-Mercaptoetanol: Marca Sigma, Estados Unidos. Grado
analftico.

- Borato de Sodio: Marca Sigma, Estados Unidos. Grado
analitico.

rd -~ .
- Acido Borico: Marca Merck, Alemania. Grado analitico.
”~
- Acido Acetico: Marca Merck, Alemania. Grado analitico.

’
- Acido Triclorcacetico: Marca Merck, Alemania. Grado
analitico.

- Coomasie Brillant Blue G-250: Marca Merck, Alemania.
Grado electroforetico

VAVESSIOAD DEL WALEE DF GUTEAL j
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D) Muestra ds Andlisis:

Se utilizé 2000 gr de Amaranthus cruentus variedad 84S-
K277, producido en Ahuachapdn, El1 Salvador.
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METODOLOGIA

1. Fraccionamiento fisico:

a) Se tomaron envases de 14 oz con tapadera. Se procedig
a lavarlos y enjuagarlos con agua destilada. Posteriormente
se elimind la humedad colocdndolos en horno a 70°C por
vna hora.

b) Se tomaron 2,00Q gramos de Amaranthus cruentus, variedad
845-K277 y dividiendose en cuatro porciones de 500 gramos
cada una. Se separd una muestra como control y a las
restantes se pasaron por un molino de tres fases.  Cada
una de las muestras de molienda se pesaron, calcul?dndose
el porcentaje de rendimiento de las pruebas.

c) Cada una de las muestras (el control y las tres molidas)
se guardaron envasadas y se refrigeraron a 4 ?Cc hasta su
uso posterior.

d} Las muestras sometidas a molienda se pasaron por un
tamizador eléctrlco de cuatre mallas (mesh arriba de 18,
arriba de 20, arriba de 30, arriba de 40 y pasada de 4OL
por gquince minutos y cada porc1on tamizada se guardo
envasado y en refrigeracion a 4°C.

Id
e} A ca@a una de las muestras anteriores se les tomo una
fotografia en estefoscopio.

2. Andlisis qufmico:

a}) Cada muestra tamizada fue sometida a una nueva molienda
para homogenizar el producto. Se molieron 15 gramos y se
pasaron por un tamizador a traves de un mesh 40, Se guardo
cada una en envases y se refrigeraron a 4°C hasta su uso
posterior.

b} Como caracter{sticas qulmlcas se tomaron porcentajes
de humedad, grasa y proteina utilizando ara ello los
metodos AOAC (19). Para humedad se utilizo el método de
una hora, para grasa se utilizo sohxlet, vy proteinas se
utilizo el método de micro-Kjeldahl, (metodos AOCAC) (19).

3. Fraccionamiento y solubilidad de la Qrotefna:

a) De todas las muestras (las muestras tamizadas y el
control) se les extraJP la grasa_ mediante una suspension
de hexano grado analitico agitandose continuamente por
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. [
24 horas y se dejo secar. Luego se guardo en envases
esterilizqﬁos Yy se refrlgero a 4 °C hasta su nueva
utilizacion.

b) Extraccion de albuimina y NPN (Nitrdgeno No Proteico):
Se tomc 1 gramo q§ nmuestra y se le agrego 10 il de agua
destilada. Se agito por una hora vy se centrlfugo por veinte
minutos. Luego se extrajo el sobrenadante y dste se coloco
en un baldn de 25 ml. Luego se agrego, a lo que queda en
la extraCC1on, 8 ml de agua destilada y se procedlo de
la misma manera como a la de la primera extraccion. En
total se realizaron extracciones de 106, 8 vy 8 ml.

c) Extraccion de globulinas: .
A la muestra restante de la prueba anterior se le agrego
10 ml de 0.1 M de NazHPO (pH 7)), se agito por una hora,
se centrifugd por veln%e minutos y se extrajo el
sobrenadante. Luego a lo que guedo se le agrego 8 ml de
la misma solucidn y se volvio a extraer el sobrenadante
de 1la misma manera descrita anteriormente al de la primera
extraccion. En total se realizaron extracciones de 10,
8 v 8 ml de esta solucidh.

d) Extraccidn de prolaminas:

A la muestra restante de la prueba anterior se le agrego
10 ml de 2-propanocl al 70%, se aglto por una hora, se
centrifugd por veinte inutos y luego se extrajo el
sobrenadante. Se realizo un _total de tres extracciones
de 10, 8 y 8 ml de esta solucion.

e) Extracciéﬁ de glutelinas: ,
A la muestra restante de la prueba anterlor, se le agrego
10 ml de la solucidn 0.1M Na + 1% (w/v) SDS  +
2-Mercaptoetanol (0.6%) a un pH %e %() Luego se aglto por
una hora, se centrifugo por veinte minutos y se extrajo
el sobrenadante. Se rgalizaron tres extracciones de 10,
8 v 8 ml de esta sclucion.

'
fy Cada uno de los sobrenadantes se les detgrmino la
cantidad de nltrogeno por medio del metodo de
micro-Kjeldahl, [ metodo de AOAC (19)] y metodo de Bradford

{(5).

4. Analisis estadistico:

A todas las, muestras en cada paso de este procedlmlento
se les analizd con el método estadistico de Andlisis de
Varianza.




Vil. RESULTADOS Y DISCUSION

El ancestral amaranto es ¥y sera un motivo de divisidn
y de estudio para los especialistas. Contintla siendo un
enigma su composicién y es una realidad su aplicacidn CcOomo
gran alimento. En este estudio se tratd de dividir la
semilla en sus dos fracciones morfoldéicas md’s importantes,
el germen y el perispermo, estudiar su composicidn qufmica
y fraccionamiento proteico; vy asi concluir sobre sus
propiedades y aplicaciones en el campo alimenticio, entre
otros.

Se selecciond el Amaranthus cruentus variedad 845-K277

proveniente de Ahuachapén, El Salvador. Esta variedad es
nativa de México vy Centroamérica, por lo gue estudiarla
seria mas aplicable para una explotacidh en gran escala.
Para efectuar la molienda se decidio por molienda abrasiva.
Se buscaba unicamente la separacidén entre el germen, gue
forma una capa gque envuelve el grano, Y el perispermo,
y no la formacicn de una harina del grano entero. No se
contaba con el molino ideal, gque era un perlador Strong
Scott, vy se tomé un molino de discos de tres fases, dque
con una distancia adecuada entre los discos permitirfa
una separacidﬁ entre las dos porciones. La molienda se

-
l1levd a cabo sin complicaciones y la recuperacion se
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presenta en la tabla No. 1 y figura No. 1. El rendimiento
fue constante y vario entre 95.47% a 95.60% (con un promedio
de 95.51%).

Esta harina se separ6‘ en tres grupes R1, R2Z y R3, vy
fue luego fraccionada por tamano de partfbula a traves
de tamices de 18, 20, 30 y 40 mesh. La distribucigh por

peso Se detalla en la tabla No. 2 y figura No. 2.
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TABLA No. 1

RENDIMIENTO DE MOLIENDA DEL GRANO DE AMARANTHUS
CRUENTUS VARIEDAD 84S-K277 POR MOLINO DE DISCOS DE
TRES FASES

MUESTRA PESO INICIAL PESOFINAL RENDIMIENTO

(gramos) (gramos) (%)

Control 500.60 500.00 100.00
A 500.00 478.00 95.60

B 5060.00 477.35 95.47

C 500.00 477.35 95.47

PROMEDIO 500.00 477.57 95.51




FASES

FIGURA No.1
RENDIMIENTO DE MOLIENDA A. CRUENTUS
SCOS DE 3 |
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TABLA No. 2

RENDIMIENTO DE TAMIZADO DE MUESTRA MOLIDA

MESH

Arribade # 18

Arriba de # 20

Arriba de # 30

Arriba de #40

Paso # 40

RENDIMIENTO
(%)

7.97 £ .97

3432 + L.19

24.51 £ (.88

8.69+0.37

24.52 £ 1.00

33



34

VALSHNI
Ov#
OSvd Ov# Ot# OC# S1#

R
AR
R
N
/:

SOLNANYD 'V 4d VAI' IO VALSHNIN
OAVZINVL dd OLNAINIANAY
¢ ON VdDId

- 01

- 0¢

- 0¢

- 0V



35

Se puede observar que la mayor parte no pasé mesh 20,
mientras que 24.51% no pasd el mesh No. 30, y 24.52% fue
mas fino gque el mesh No. 40. De acuerdo a los datos de
Betschart y colaboradores, (4) guienes usaron el perlador
Strong Scott, sometieron a molienda y fue luego tamizado
5 wveces el material que no pasé‘ el tamiz No. 30. EI
rendimiento que ellos llamaron cascara/germen fue del 25%
del peso original del grano y 75% lo llamaron perispermo.
Con base en esos datos, se puede sugerir gque la fraccion
de este estudlio due pasé mesh 40 (24.52%) es eqguivalente
a fraccion cascara/germen de Betschart y colaboradores
(4). 8in embargo, no es seguro sugerir los datos de
fraccionamiento de este estudio y qué porcentaje corresponde
al perispermo. Resultados similares a 1los de Betschart
y colaboradores (4) fueron confirmados por Séﬁchez—Marroqufﬁ
(6) utilizando un perlador Strong Scott y fraccionando
la harina por tamices de 30 y 60 mesh. En este caso Sanchez-
Marroqufh obtuvo 75.80% de perispermno vy 22.0% de
cédscara/germen. Esto se puede observar en la tabla 2A.

Ademas es importante tomar en cuenta que los
investigadores mencionados tuvieron un mejor rendimiento
que el de esta investigacioﬁ debido a gue ellos pasaron
la muestra 5 veces en el perlador Strong Scott. Sin embargo
los resultados de este estudio estaﬁ de acuerdo con 1los
de Betschart y colabores (4). (Ver figura D en apéhdice).

-~ -~
En este estudio no se encontro por medio de analisis de
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varianza una diferencia estadi{sticamente significativa
entre repeticiones, pero s{ entre fracciones del tamizado.

Con el fin de poder disponer de una mejor caracterizacion
de las fracciones de este estudioc se procedi5 a realizar
el anglisis guimico (humedad, grasa vy proteina) de las
fracciones vy a la toma de fotografiés. Los datos para
humedad, grasa v proteina de cada repeticioﬁ por cada
fraccidﬁ se muestra en las tablas No. 3, 4 v 5,
respectivamente, vy el promedio en la tabla No. 6 y figuras

No. 3, 4 v 5.



TABLA No. 2A

COMPARACION DE PORCENTAJE DE RENDIMIENTOS Y PROTEINAS
DE MOLINO DE DISCO DE TRES FASES Y STRONG SCOTT PEARLER

MOLINO MESH RENDIMIENTO PROTEINA
DISCOS DETRES
FASES 30 24.51 9.52

+40 24.51 30.45

STRONG SCOTT

PEARLER 30 75.80 12.40
60 22.00 36.00 (6)
TABLA No. 3

DETERMINACION DE HUMEDAD EN EL GRANO Y FRACCIONES
N (%)

BEL AM; N
MUESTRA Rl R2 R3
Grano .37 - 11.81 11.58
#i8 11.34 [1.78 -- 11.64
#20 11.7¢ 11.6% 11.94
#30 1.9 [1.78 11.65
H40 10.84 10.98 [ 1.0

440 916 - 9.43 9.82



38

TABLA No. 4

DETERMINACION DE GRASA DE FRACCIONES Y GRANO
DE AMARANTHUS CRUENTUS (%)

MUESTRA R1 R2 R3

GRANO 7.78 7.85 7.24
#18 5.16 5.19 5.22
#20 4.26 4.30 4.29
#30 2.30 2.44 2.26
#40 6.35 6.57 6.29

+#40 15.45 16.89 16.49



TABLA No. S

DETERMINACION DE PROTEINAS DE FRACCIONES Y GRANO

DE AMARANTHUS CRUENTUS (%)
MUESTRA R1 R2 R3
GRANO 15.72 15.88 15.75
#18 12.10 12.08 11.94
#20 10.42 10.61 10.49
#30 8.93 9.07 9.13
#40 14.83 15.04 15.15

+#40 26.53 26.47 26.37
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DETERMINACION DE HUMEDAD, GRASA Y PROTEINA EN FRACCIONES

MUESTRA

Grano

Arribade # 18

Arribade# 20

Arriba de # 30

Arriba de # 40

Paso # 40

TABLA No.6

DEL GRANO DE AMARANTHUS CRUENTUS
HUMEDAD GRASA PROTEINA
(%o) (%) (%)

11.59 4 0.18 7.5340.22 15.78 + 0.06
11.59 +£0.18 5.19 +0.02 12.04 + 0.07
11.80 + 0.11 4.29 +.0.01 10.51 4. 0.08
1170 £ 0.12 2.34 4 0.08 9.05 + 0.08
10.94 +0.07 6.40 4 0.12 15.01 4 0.14
9.48 1 0.27 16.18 1 0.52 26.46 £ 0.07
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FIGURA No.4
DETERMINACION DE GRASA

FRACCIONES Y GRANO DE A. CRUENTUS
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FIGURA No.5
DETERMINACION DE PROTEINA

FRACCIONES Y GRANO DE A. CRUENTUS
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En 1la determinacion de humedad se encontro una
variabilidad de 9.48 + 0.27 a 11.80 + 0.11 entre fracciones.
Mediante andlisis de varianza no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre R1, R2Z y R3 a una
p £ 0.05. La diferencia estadisticamente significativa se
encontrdf entre el contenido de humedad de cada fraccidn
a un p de 0.05.

Analizando la gréfica Y los resultados de la
determinacién de l{pidos se observa un comportamiento
especial. Se puede hablar de una curva cuyos valores van
del mayor al menor y luego a otro mayor. Se encontrg un
valor bajo de 2.43% en la fraccidn qué no pas6 el tamiz
No. 30 y un valor maximo de 16.2% en la fraccion que paso/
el tamiz No. 40. El anélisis de varianza no encontro
diferencia estadisticamente significativa entre R1, R2Z
y R3. Sin embargo, sf encontrd diferencia estad{sticamente
significativa entre las fracciones. Betschart Yy
colaboradores (4) han indicado que la fraccidn
cdscara/germen contiene més grasa que la fraccidn
perispermo. Por consiguiente se podrfa sugerir de los datos
de este estudio gque 1la fraccidn que pasofel tamiz No. 490

d -~ . o
es la fraccion cascara/germen, y la fraccion que no pasod

el tamiz No. 30 de menor cantidad de lipidos es la porcion
perispermo.

7 d
En cuanto al analisis de protefha, se determino la

totalidad de grupos nitogenados (proteicos o neo) mediante
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el metodo de micro-Kjeldahl. El1 comportamiento observado
es similar al gue se encontro con la grasa: una curva con
dos extremos altos y un punto bajo correspondiente al mesh
No. 30, lo cual se puede ver claramente en la figura No.
5. En 1la tabla No.6 se demuestra una variabilidad del
contenido de protefha en las fracciones de 9.05% en 1la
fraccién que no pasé' el mesh 30 y 26.5% en la fraccidn
que pa56 el tamiz No. 40. El anglisis estad{stico mostré’
diferencias estad{sticamente significativas entre fracciones
Yy no encontrd diferencia estad{sticamente significativa
entre R1, R2 y R3. De acuerdo a los argumentos utilizados
anteriormente basados en los datos de Betschart Y
colaboradores (4) y de Sénchez—Marroqufh (6), en el sentido
de gque 1la porcidh cd%cara/germen es alta en contenido
protefhico y la fracciéﬁ perispermo es baja en su contenido
de protefna, se puede sugerir que fraccidn gue pasé' el
tamiz No. 40, as{ como la gque no pas&lel tamiz 40 es la
fraccidn césacara/germen, mientras gque la fraccign que
no pasd' el tamiz No. 30 es la fraccion perispermo. Esta
evidencia de tipo analitico se reforzﬁ’ un poco mas
observando todas las fotografias de las fracciones tomadas

. . . T4
bajo esteroscopio. Tomando como referencia la fotografia

L
del grano entero del Amaranthus cruentus se procedio ha

analizarias morfoldbicamente. Se puede observar gque las
fracciones arriba del mesh 18 y del mesh 20 han 1ido

perdiendo la estructura de la periferia correspondiente
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al germen, menos destruido en la fracciéﬁ arriba de 18
gue la fracciéﬁ arriba de 20. Por el contraric en la
fraccidn arriba de 30 mesh se ha perdido la periferia por
completo y se observa 1lo gque podrfé considerarse el
perispermoc, comparaadolo con la figura con gue Betschart
describe el mismo (4), ver figura B en apeadice. En 1la
fraccidn arriba de 40 se observa la "cubierta"”, o sea el
germen, destruido y escazo en cantidad, correlaciocnando
esta escasez con el rendimiento encontrado en el tamizado.
Ta apariencia de esta fraccidn corresponde a la
microfotograffa con gque Irving describe al germen (17),
ver figura C en apéhdice. En la fraccidn que pa56 el mesh
No. 40 se observa lo gue es una mayor cantidad de cubierta
o germen destrozado por la molienda m;s restos de perispermo
resultando de la accidn abrasiva del procesc. Debido al
rendimiento del tamizadc (comparado con el mesh 40) el
que paso No. 40, es el representativo de 1lo que es el
germen, pues tiene una mayor cantidad de muestra y porgue
se puede ocbservar fisicamente. Tanto el material del mesh
No. 40 vy el material que pasé' el mesh No. 40 en la
fotograffa coincide con el analisis quimico o sea mas
contenido de lfpidos y proteinas. La comparaciéh. de las
fracciones de este estudio con los de Betschart vy
colaboradores (4) tiene wuna alta similitud, ver figura
B en apéndice. asi, las fotografias A, B, C, D, E, y F de

Betschart y colaboradores (4) corresponden a las fotograffas




del presente <stucic como sigus: Gl

cano ernverc, m=sn 18,
mesh 20, y las ultimas tres al mesh 3%. L fracclon arxriba

- -
del mesh 40 de este =stiudio podria IIiiel TA

P N .
gue lo cue paso mesh 20, 1o cual expliczri:z

. o , - .
bajos de lipidos v precteina gue la frzccicn gue
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EL MESH 18
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PASO MESH 40 (MUESTRA DESGRASADA)
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zeparacicn cemplatz v o total

1

-~
Debido a que 1o se logre

)]

-
del germen nmediante la molienda efectuada, s& cpgto por
. . . -
otras medidas para legrarle. Para mejorar 1la separacion
- . - v
se intentd desde la separacion manual, el congelamiento
s ’ -~
y el shock termico, sin ningun exito. 51 se analiza 1la
7/ , .
morfologia del grano, sus dimensiones y su estructura
responden a la necesidad de su habitat. El amaranto es
una planta de lugares con temperatura extrema vy sujetos
/ . *
a seguias  es por eso que la semilla debe guardar su
integridad para poder subsistir ante climas y temperaturas
nmuy severos. Esto lo logra porque su estructura y su
Id . . . n3
morfologia provocan gue exista una distancia muy pedquena
_ . -
entre las moleculas gque lo conforman, creando una tension
. B . ” .-
superficial muy grande gue hace muy dificil su separacion.
e
De igual manera en este estudio, Irving trato diversos
I , . .
metodos para lograr la separacion de las fraccicnes siempre
+ -~ .
sin exito (17).
Si se analizan conjuntamente todos los resulitados
~ -
guimices, fotografias y dates de Betschart v colaboradores
- -
(4) y Sanchez-Marroquin (6), se encuentra en el grupo +#40
la menor cantidad de humedad y los mayores niveles de grasa
~ . A
y proteina, coincidiende con lo esperado para el germen.
El germen es la entidad formadora y generadora del nuevo

7

-
ser, por lo tanto necesita de la mayor cant:icad de proteina

] I3 i3 - . - 0
tanto estructural como de actividad hiclegica. Para esto

. . N - .
ihice necesitar mayor cantidad de grasa como raserva calorica
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y &l misme tiempo baja =l porcentaje de humedad por las
A, . <
caracteristicas hidrcfobicas de la proteina conformante.
. . ~ . o
En lo gue concierne al perispermo, es un deposito energetico
gue aporta lc necesario para el desarrollo del nuevo ser.
. . ~
Por ello necesita carbohidratos en forma de vesiculas de
Lo .-
almidon gue guardan una mayor cantidad de agua entre ellas;
¢ , - -~
provocandc ademas que existan menores cantidades de proteina
.7 g <
y grasa, pues la produccion de energia es mas lenta.
~ . . . .
Las fotografias de las diferentes fracciones de tamizado
. O . -~
junto con el analisis por el contenido de proteina y de
grasa ayudarcn a establecer con bastante confianza gue
>/ . ./
la fraccion #30 era perispermo y gque la fraccion +#40 era
- -~ .
una mezcla de germen con cascara. $Sin embargo, una
. 7 - e
observacion mas detallada de las fotografias #40 v +#40
- . wt ~
mesh, mostro gue en ambas fracciones habfa particulas gque
por su densidad y apariencia se miraban muyv parecidas a
u/ Il ‘/ - . .
la fraccion #30. Esta falta de separacion mas limpia en
: o .
las fracciounes fisicas del grano de amaranto, indudablemente
- ] ‘ 0
llevo a errores experimentales involuntarios gue se trataron
: ; -
de resolver como por ejemple usando densitometria. Por
f . . - . .
consiguiente en estudios futuros seria necesario refinar,
. L7 -
hasta donde sea posible, 1la separacion mas perfecta de
. - . o
las dos fracciones fisicas del grano de amaranto. Es dificil
v = '/ - -
estimar la cantidad de fraccion contaminante. S$Sin embargo,

- .
con base en las fotografias tomadas, las cantidades son

-,
minimas.
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Vale 1la pena indicar que el objetivo principal del
. - - . ~
presente estudic fue el establecer que diferencias podrian
- - . . .~ -~
existir en la distribucien de proteinas entre las dos
. < y
fracciones morfologicas mas abundantes del grano de amaranto
y no el de fraccionar cualitativamente el grano en sus
-
dcs componentes morfologicos, el germen v el perispermao.
. - .
Por estas razones se hizo necesaric conocer dJque porciones
P . .
fisicas de los obtenidos en el trabajo representaban el
perispermo y el germen. Sin embargo, el fraccionamiento
’ - .
de las proteinas se llevo a cabo en todas las fracciones
s
fisicas.
. 3 . - .
Debido a la cantidad de muestra se procedio a unir el
grupo mesh 18 al mesh 20 y continuar el estudio con 5 grupes
: . . . -
para la solubilidad y fraccionamiento de la proteina.
Para el siguiente pasc del estudio, o) sea la
. e : . , 7
determinacion de la distribucion de la proteina por
”
solubilidad, se necesito un desgrasado total de la muestra
+ -~
a analizar. Se optd por el hexano para el desgrasado de
. . \ ~ -
la muestra, pues tiene un punto de ebullicion mas alto
- , -
y no es tan volatil como el eter, El valor total de la
/ < 14 g9
protefna en cada grupo aumento respecto del analisis
-
proteico anterior, que se llevo a cabo con un desgrasado
-~ i . .
mas corto y con eter. Estc fue porque al eliminar una mayor
. . d -
cantidad de grasa se concentro la proteina en la muestra.
-

El comportamiento de esta sequnda determinacion proteica

post desgrasadce tiene forma similar a la anterior con picos
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mayores en =1 mesh +#40 y la forma de curva ya comentada,
-~
ver figura No. 6. Los resultados de la determinacion de
/ .
proteina se puede observar en la tabla No. 7 y el promedio

en la tabla No. 8 y figura No. 6.




TABLA No. 7

DETERMINACION DE PROTEINA DE FRACCIONES Y GRANO
DE A. CRUENTUS DESGRASADO (%)

MUESTRA R1 R2 R3

GRANO 17.22 18.45 18.71

#18/20 10.47 10.85 10.67
#30 9.39 9.62 9.55
#40 15.56 14.30 16.81

+#40 30.78 30.69 29.88




a1
[)}

TABLA No. 38

DETERMINACION DE PROTEINA EN FRACCIGNES DESGRASADAS DEL

MESH

Grano

# 18720

Arriba # 30

Arriba # 40

Paso # 40

GRANO DE AMARANTHUS CRUENTUS

PROTEINA
(Vo)
18.13 £ 0.20
10,66 £ 0.16
952+ 0.16G
15.56 - 0.03

30,45 £ 0.11




FIGURA No.6

DETERMINACION DE PROTEINA A. CRUENTUS
FRACCIONES Y GRANO DESGRASADO
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Podemos observar .una variabilidad de 9.52 + 0.10% a
30.45 + 0.11%. E1 anéiisis estadistico encontré'diferencia
estadf%ticamente significativa entre 1las fracciones pero
no entre los grupos. Ademas en 1la microfotografia +#40
podemcos ver la diferencia de la muestra con grasa y sin
grasa.

El desgrasadc con hexano posiblemente influygﬁen forma
negativa sobre la solubilidad proteica de acuerdo a varios
investigadores pero no se ha llegado a consenso en su
explicacidﬁ. El grupo mexicano encabezado por Segura-Nieto,
Barba de la Rosa y Paredes-Lopez explica la baja
solubilidad proteica en gue el hexano altera la
configuraciéh espacial de la molécula proteica ocultando
los grupos polares hidrof{licos _sin alterar los cuerpos
nitrogenados. Esto proveoca una disminucidn en la solubilidad
proteica, aunque €sta no sea esperada (2 y 26}.

La sequnda parte de este estudio contemplé‘ la
determinacidn de los tipos de protefha gue conformaban
ambos componentes del grano de amaranto. Esto se logré
de acuerdo a su solubilidad en diferentes solventes como
agua, solucion salina, 2-propanol y un medio alcalino
fuerte. Los tipos de proteina a investigar eran proteinas
simples, las esferoproteinas de gran contenido de
aminoacidos esenciales V4 facilmente hidrolizables por lo
gue tienen gran valor nutritivo. Los 4 tipos a determinar

fueron albﬁminas, glcbulinas, prelaminas y glutelinas con




[93)
[

P
determinacion de residuo. Cada uno de estos grupos proteicos
- . -
es soluble en un determinado solvente; la pregunta de cual
~ - -~
era o N solvente mas adecuado, se encontro en la
. '/
investigacion de Barba de 1la Rosa Yy colaboradores (2),
quienes investigaron diversos sclventes para lograr la
/ . om |/ . r
mas eficiente extraccicn proteica. La secuencia de 1los
solventes a utilizar obedece a que cada uno prepara al
1 a ] 1/
siguiente grupo proteico para su extraccion; el uso de
. . -~
alcchol o medio alcalino fuerte antes del agua podria
. . . < ‘.
provocar una desnaturalizacion o alteracion de albuminas
o globulinas modificandc negativamente los resultades.
La polaridad proteica fue parte importante a considerar
|/ /
para la eleccion del solvente; proteinas muy polares como
jas glutelinas reguieren de solventes polares en medio
. ./ R
alcalino fuerte para su extraccion gque debe verificarse

-~ -~ -
en el ultimo paso; esta reaccion obedece tambien a la

existencia de puentes de disulfuro que evitan la extraccidﬁ
de este tipo de protefhas del tejido y esto 5510 puede
lograrse con el solvente usado en este estudio. Ademéé
las albuminas y glcobulinas son de protefna con bajo peso
molecular  por lo gque su solubilidad es mayor; las
glutelinas son protefhas de alto peso molecular por lo
que son mas dificiles de extraer y solubilizar.

La extraccidn proteica se efectud en cada uno de los

5 grupos de muestras vya establecidos anteriormente Yy

S
denctados por su respectivo mesh; se opto por 3 repeticiones
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para lograr un promedio de todas.

pPara la solubilidad no se utilizd un agitador magnético
pues éste, mediante formacidn de cargas eléctricas puede
alterar la polaridad de la protefha Yy, ©Ppor ende, su
solubilidad. Asimismo, por efecto fisico puede causar
desnaturalizaciéﬁ de la protefha a extraer. BSe utilizd-
un agitador de tubos para evitar este efecto y sSiempre
lograr un menor grado de solubilidad proteica mediante
agitacidﬁ.

La extraccion proteica se efectud mediante tres
extraciones de 10, 8 y 8 ml de solvente para completar
25 ml requeridos (1 ml quedarfé en el residuo). Se observar
gque la primera extraccidn de 10 ml no tenfa tanta turbidez
como en las siguientes; esto se debe a gque en la primera
extraccioﬁ gse abren los espacios moleculares para gque en
la siguente extraccion la protefha tenga completo contacto
con el solvente vy se logre la extraccion. En ninguna
repetici&h de algﬁh solvente se encontro, espuma o}
precipitacién que indicaran desnaturalizacign proteica
y tampoco mal olor que indicara descomposicidh bacteriana.

Una vez lograda la extraccio& proteica se procedidﬂ a
la determinacion cuantitativa mediante micro-Kjeldahl vy
metodo de Bradford. El metodo de micro-Kjeldahl determina
el nitrd@eno total, tanto proteico comc no proteico; se

- .
basa en gue el nitrogeno del compuesto forma amonio, luego

de una digestion acida. Este hidrolizado es luego
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-
alcalinizado para liberar el amonio por destilacion; el
o~ . -/
cual se cuantifica por titulacion.
-~ ./. -
El metodo colorimetrico de Bradford necesita de un
-~ . s, i -~
espectrofotometro y determina unicamente el nitrogeno
. . -~ -
proteico., De esta manera se disponia de 2 metodos para
_/ - -
comparacion y analisis de resultados.
- -
Los resultados por el nmetodo de micro-Kieldahl se
presentan en las tablas No. 9, 10 y 11 y los promediocs

en la tabla No. 12 y figuras No. 7, 8, 9, 10 vy i1.



LT 96 LYY LE"1E ¥z 9 ¥6° G2 GZ° 82 O+
9z°Z8 | 08°€1 18-V v v EV-GIT 08-€2 Obi
9Z° 1L vy 0 (AR A 16°6G 19761 8L°2 ot
Z0° 98 SL"0 SL 8T 89°¢ L1°92 L9°97 | 0Z/81#%
pL" L8 ) 2 69°G2 90"V €Ev-1z £1°¥E oueRIH
TYLOL onaiIsay YNITALOTO VYNIWVI0dd ¥NIIN9019 ¥NIWNHTY VALSIENN

_ _ (%) (r1¥) 7IHVATACY A OAOLIW A0d
SOLNANHD "V TId SINOIDDVAd X ONVED TId VIILL0Ad NOIDVYNIWAIALAC

6 “ON ¥IdVl



63

vZ-86

0Z°Z8

€9°0L

91°€8

96726

EHLOL

09"V

L El

E¥°0

£9°0

9Z°v

ondrsdd

267 0¢ £EE"9 6¥"9¢
g6"ve FAR 4 G661
g1°2¢ £8°6G ‘tEr 61
GL"9¢ 9Z°¢ vZ-9Z
20792 0z v 69" 1¢
¥YNITALIID VYNIWVYI0dd VYNITOAH0TD

SOLNINJD ¥

(%) (24) TTHYQTACY Id OdOLIW Id0d

G662

174 20 XA

0L Z¢

8Z°9¢

60" 9t

YNIWRONdTVY

dd SINOIDOVYUA A ONVED Tdd VOIJdLOdd NOIDVYNIWJILAA

0l °"ON YIdV.L

O+

Ov#

Ocd

0Z/81#

ourId

VALSION



6" 96

65728

6v* 14

G- 68

£Z2°88

TYLOL

64

G9°p

I6°E1

Lv:0

1L°0

| i S 4

sSoNdIsdd

£2°1€

TI1°G6Z

LL°22

B1°8Z

rp8-9zZ

¥NITALATO

E1°9

1 F o

£L°§

174 T

S1°P

YNIWYIOdd

£E£°9Z

46761

- EL761

1£°9¢

Z8°1¢

VNITOH0TD

(%) (£d4) THVQTIILY 40 OUOLAW dOd
SOLNINYD "V dd SINOIDOVHA A ONVYEY ‘TAd VIIALOHd NOIDVNIWNILAA

"ON VI4V4L

09-° 87

9Z°¢cZ

6L"2¢

16792

80°¢C¢

YNIWNU'IV

OF#-+

Ob#

ot

0Cz/81#

ouRrIn

VALSHNN



65

I80FS1'L6 800F LSy 60T LLIE 800% €79 £00 ¥ 6T9T CLOF E6°8T O 4 oseg
LIOFSCTR 800 ¥ g€l S 4 B 600 F Sty 1T+ r9sl TT0 ¥ 05°ET O § BquUny
SEOFEI1L _ 0TSy PCOF 64T LOOF T8 TU0F 6561 YO0FOLTT 0¢ # BquIy
STIF1678 $00¥0L0 Y0¥ 68°LT LIUOF9p'E $0'0 ¥ $79T aroF 199t w81 4 EquIy
WIFIyes s00F #C¥ EI0F SB'GT 0T LY NOFHIT FOOF 01 bE ousin

V1oL SONASTYA YNI'TELID YNINYIOUd YNITNEO10 VNUNNETY VHLSANN

{%) THYQTHIQOqOLIN F0d
SALNINYD SNHINYEYAY 30 ONVED A SANOIIOVE 50 YOIRLOWd NOIDVNIWNALEA

¢1 "ON Y14Vl




66

(+9°12)
VNITNdOT1O

(T 1'v) VNINVTOUd

(1'v$) VNINNGTV (€8°C7) VNITALNTO

(%) THVA'TE(N OdOLIN YOd
ONVID) THA VIOTLLOAd NOIDVNIWYALAA
L 'ON VINDId



FIGURA No. 8
DETERMINACION PROTEICA FRACCION #18/20

POR METODO KJELDAHL (%)
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- A
El analisis de varianza no encontro diferencias

estadisticamente significativas en R1, R2 y R3 a un
p ¢ 0.05; sin embargo, sT encontro diferencias
estadisticamente significativas entre cantidades de
albdmina, globulinas, prolaminas, glutelinas vy residuos

entre fracciones fi{sicas. gin embargo, la comparaciéﬁ gue
nos interesa es la distribucidn de protefhas en la fraccidn
arriba del mesh 30 (supuestamente perispermo) con la gue
pasd el mesh 40 (supuestamente el germen). Esta comparaciéﬂ
muestra que la fraccidﬁ germen contiene mag alblmina,
globulina prolamina y glutelina que la fraccidn f{sica
perispermo. Sin embargo, el total recuperade o extraido
fue del 71.13% para la fraccion perispermo y 97.15% para
la fraccioh fisica germen. Si se asume una recuperacidh
igual para las dos fracciones, la distribucié& proteica
es bastante similar entre el perispermo y el germen. E1
andlisis de varianza demostrd diferencias estad{isticamente
significativas entre el grano, fraccion mesh 30 y pasado
mesh 40. Sin embargo, este anéiisis no demostré diferencia
estad{sticamente significativa entre R1, R2 y R3.

La distribucidn de las protefnas entre las diferentes
fracciones fisicas medido por el método de Bradford gque
determina nitrggeno proteico, da un patréh similar al
utilizar el método de micro-Kjeldahl, aungque 1los wvalores
son méé bajos, ver tablas No. 12, 13 y 14 su promedic en

la tabla No. 15 y figuras No. 12, 13, 14, 15 y 16,
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En este caso la fraccidn germen contiene méé albéminas,
globulinas vy glutelinas que el perispermo y cantidades
similares de prolaminas. La recuperacién es asimismo menor
por el metodo de Bradford. EL analisis de varianza demostrd
diferencias estadfsticamente significativas entre grano,
fraccidn mesh 30 (considerado perispermo) y fraccidn +#40
(considerade germen). Sin embargo, el anélisis estadistico
no demostré diferencias significativas entre R1, R2 y R3,

Esto se puede observar en las figuras No. 17 y 18,
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Como se puede observar, tanto el método de micro-Kjeldahl
y Bradford demostraron una recuperacidﬁ baja de la fraccidn
del mesh 30. Esto pudo haber sido el efecto del hexano,
como fuera indicado por otros investigadores mencionados
anteriormente. La baja recuperaciéﬁ también puede ser
atribuida a la estructura del perispermo que se caracteriza
por un alto contenido de almidon en células bien empacadas
protegiendo de esta manera a las estructuras proteinicas.

Para el cdlculo del porcentaje proteico del grano vy
fracciones #30 y +#40, por el méfodo de Bradford, se
utilizaba el wvalor del nitrdéeno total de la nmuestra
determinada por micro-Kjeldahl. Esto provocg una disminucion
del porcentaje proteico de las muestras y dificultad de
comparacioén entre los me todos micro-Kieldahl y Bradford.
Para solucicnar este problema, se calculd los gramos de
nitrééeno solubles de todas las muestras, tanto para el
méetodo de micro-Kjledahl como para el de Bradford, (ver
tabla No. 16 yv No. 17}.

Como se puede observar, se encontraron valores még altos
por el mékodo de micro-Kjeldahl gque por el de Bradford,
como ya fuera indicado. Esto explica el hecho que el metodo
de Kjeldahl determina nitrd@eno total, mientras que Bradford
so6lo determina nitrdéeno proteico.

Luego de este cilculo se establecié 1la distribucidn
de las proteinas en el grano, perispermo y germen del

- e
Amaranthus cruentus por ambos metodos, expresandolos como
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porcentajes del nitrégeno o proteina solubilizada total.
En general el contenido de albuminas, de globulinas vy
glutelinas en las tres muestras fueron un poco mas elevadas
con el metodo de Bradford que con el de Kjeldahl, no asi
en prolaminas, las cuales fueron presentes en menor cantidad
por el metodo de Bradford. Los datos chtenides concuerdan
con los de Gorinstein y colaboradores (15) que las
prolaminas son alrededor de 1%. Estos resultados se pueden
observar en la tabla No. 18. Esta forma de calculo de 1la
distribucidén de protefinas en las fracciones no cambia el
hallazgo ya indicado de una distribucidn de protefnas muy
similar entre las partes fisicas perispermo Yy germen del
grano de amaranto.

Los resultados de esta investigacion indican que no
existen grandes diferencias en la distribucicn de proteinas
entre la fraccion morfologica perispermo y la fraccion
germen. Este confirma los resultados de Betschart vy
colaboradores {4) respecto del contenido de aminocacidos
de la proteina del perispermo y la protefna del germen
gue son bastante similares. La relacidn albuminas +
globulinas a glutelinas fue de 2 a 1 para el grano, de
1.9 a 1 para el perigpermo v de 1.6 a 1 para el germen.
La relacion en el grano es similar a los informados por
otros autores. La distribucio% de protefhas en el perispermo

del grano de Amaranthus cruentus es muy diferente a 1lo

gue se ha informado para lcs cereales, en los cuales las




a9

”
prolaminas son las proteinas mas abundantes en el

endospermo. La distribucion de las protefnas en el germen
de los cereales es, sin embargo, bastante similar a los
del germen del amaranto.

Entre las aplicaciones del amaranto, trataremos
comentarlas de acuerdo a sus caracteristicas proteicas
por fracciones. Las aplicaciones del grano son muy conocidas

-~
vy estan ya descritas en los antecedentes.

Respecto del perispermo y al germen, y con base en su
contenido vy distribucidén de proteina, éstas fracciones
fisicas per se o sus aislados ©proteicos pueden ser
excelentes suplementos proteicos para cereales y otros
alimentos, como por ejemplo para extender la leche de vaca.
En este estudio el perispermo presenta mas limitaciones
por contener un nivel de protefna mas bajo gue la fraccidh
germen. Sin embargo, en base a su distribucién de proteina
sus aplicaciones serian similares al germen,

Estudios realizados por Konishi y colaboradores (18)
demostraron que las globulinas del germen del amaranto
son excelentes emulsificantes, por lo gue puede significar

v
un futuro uso y aplicaciones en la produccion de mayonesas
vy salsas.

El bajo contenido de prolaminas en el germen y perispermo

' s -
de amaranto tiene gran aplicacion en la fabricacion de

pan libre de gluten de trigo (gue es alto en contenido

de prolaminas), especialmente para aquellas personas con
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Sprue Tropical (alergia al gluten del trigo).




VIII. CONCLUSIONES

1. La molienda con molino de discos de tres fases y el
tamizado posterior no son suficientes para lograr una
separaciéh completa del perispermo y germen del grano de

Amaranthus cruentus.

2. De acuerdo a sus caracteristicas fisicas y guimicas
. - / .
se dedujo gue la fraccion mesh #30 corresponde al perispermo

y la fraccidn mesh +#40 corresponde al germen,

. ' .
3. La extraccion de las proteinas del perispermo fue la

de mds baja recuperacion.

4. Los grupos proteicos mas importantes, tanto en el germen

como en el perisperme del grano de Amaranthus cruentus

fueron glutelinas y albiminas.

5, La relacidn de albiminas + glcbulinas a glutelinas fue
de 2 a 1 en el granc, 1.9 a 1 en el perispermo y de 1.6

a 1 en el germen.

6. La distribucion de protefnas del perispermco es muy

similar a la distribucidén de proteinas en el germen, v
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los valores informados para el grano son similares a los

informades por otros autores.




IX. RECOMENDACIONES

. L7 . P
1. Buscar una mejor separacion de las fracciones fisicas

del grano de Amaranthus cruentus.

2. Aplicar otros métodos para el fraccionamiento de

I
proteina.

. . . -
3. Mejorar la caracterizacion de las proteinas extrafdas
por medico de electroforesis en gel de las fracciones

protefnicas del germen y del perispermo.

- -~
4, Encontrar una caracterizacion mas detallada para la
. . A . 4 . :
determinacion de nitrogeno no proteico de las extracciones

proteicas.

. S Lt . .
5. Realizar analisis de aminoacidos de fracciones protelcas

de igual solubilidad del germen y perispermo.
6. Buscar las causas por la menor extraccidn Yy por
consiguiente menor recuperacidn de las protefnas del

perispermo.

. . 7 , .
7. Para la ejecucion de estudios similares al presente
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/
en el futurc, se reccmienda el uso de un melinc mas adecuado

/ . ,
das5i COMme una separacion por aire
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FIGURA A

"SEMILLA DE A, CRIIENTUS"
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3 ‘:\!\{?— ROOT ) :’n_ cross ar.:d Iangirudfnal sections as
{ viewed in a /ight micrascope.
PRCCAMBIUM RADICLE
(ROOT)
CROSS-SECTION LONGITUDINAL SECTION

Irving et al, 1981 (17)



FIGURA =

MICROFOTOGRAFIA DEL GRANO ENTERO Y FRACCIONES

DEL A. CRIFENTIIS

- - e
-~ . 2
‘J.' s \ 1 !\‘5‘&(\. \

Fig. I—Light micrographs of Amaran- I{ ! N . ":\.; * ;" \ -
thus seeds (A) unmilled; (B) after one . ‘, 3 1‘\‘ ol
pass through the Strong-Scorr barley C % . ‘?_‘_..‘ I,
pearler; (C), (D), (E), and (F), after "wo, g " ﬂ; 1,‘ e .':
three, four and five oasses, resoectively. e ’ % BRI
Magnification was :he same for all micro- N Jﬁsu- LS £
graphs. "‘"_/ A

Betschart et al, 1981 (4)




FIGURA C

"MICROFOTOGRAFIAS DEL GRANO ENTERQ Y

GERMEN DE A. CRUENTIIS

Fig. 1~ (A] Intact A, cru-
entus seed and (8l embr-
R vo which was dissected
from the seed. COTS,
P> coryledons; R, root

Irving et al, 1981 (17).
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FIGURA D

COMPOSICION QUIMICA DE LA MOLIENDA DEL A. CRUENTUS
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Fig. 4—Camposition of A. cruentus intact seed (Sl, seed coat-
embryo fractions removed an the first through the fifth passes
(1 2. 2. 4. 5} by a barley pearler, and the mitled perisperm (Pl
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Fig. 5—Comparative composition of A, cruentus seed 8. compo-
site seed coar-embrye sample milled off an ihe first through the
fifth passes on a barfey pearler », and milled perisperm G.

Betschart et al, 1981 (4)



FIGURA E

COMPOSICION DE AMINC ACIDSS DEL 2. CRIENTHS

Tabie 2—Aminp acid cornpesition of Amaranthus cruentus

i FAG
Amaranthus Pravisignal
Whale seed Whe!z seed Whole seed Seed coat- hybridas Scoring
contro! 60°C popred Perisperm embryo {FAQ 1970) Pattern?
——————————————— mg Amino Acid/g Nitrbgen — — — — — — — — — — — — — — — -
Isoleucine 224 239 22 267 222 222 280
Leucine 320° 33g° az3t 388° 316b 329 440
Lysing 318 333 274 401 306 . 310 340
Methionine 121 117 119 123 124 110
Cysune 134 128 112 126 142 -
Methionine
+ Cystine 205 245 231 267 266 220
Phenylalaning 213 228 210 156 217 228
Tyrosine 164 193 166 193 383 230
Phenylalanine
+ Tyrosine 377 421 376 447 400 436 330
Threonine 211 224 218 244 209 216 280
Valine 261 269 268 304 266 253 3iC
Arginine 494 5385 514 317 588 4583
Histidine 151 161 143 1586 150 144
Alanine 21 223 Z2i8 236 213 213
Aspartic Acid 488 513 478 563 453 519
Glutam:c Acid 888 956 73 1002 1064 560
Glycing 433 459 461 499 | 243 544
Proline 224 226 243 247 251 228
Serine 332 354 364 355 362 441
% N Recovered 8% a0 87 a6 [0
Aming Acid
Score 73 77 73 38 72 75
A Fn0 (1973
B First timiting aming acid wnen FAQ Provisional Amine Acid Scoring Patiern (1573) 15 used as the reference protein.
Table 3—Protein efficiency ratio and apparent Aitrogen digesuhility of A. cruentus fracriens
PER Cugestionity®
Finaj body Total feed
weight? consuMmption Actual Adjusted Dier MNitrogen
ANAC casein 155 + 9 206 = 202 130=- 142 2.50 S5 g3
Whale sead, control g5 « 4% 199 - 7<e 1.99 = 14cd 1.51% S0 75
Whaole seed, dried 60°C 8g = 59 182 = 12°" 1.37 = 08¢ 1.42 80 72
Whale seed, hot-air popged 115 = 69 260 = 208¢ 2,29 - 09°C 1.73 a2 77
Seed coat-embryo iraction 108 = 4°¢ 233 - 6°° 2.42 :.09° 1,83 a1 73
Perisperm fraction 62 = 3° 146 £ 71 £.9g = 10? 062 -
(1.031* g5 78
ANRC casein (6.26% pratein) 93 £ 59 291 = 2097 240« 12° 182
(2.50}* a5 a1

3 arean = Standard error, Duncan's Mutticie Range Tast, Means without tuperseript tatter in comman are significantly aifferent, & < 2.05.
b Digestibility: Diet = {feed intaka — facal weigntl/reed intake X 100; nrtrogen = (N intake — fecat N)/N intaka x 100. Data peetea fram 514

throusn 13th gay of test peripa.
« ANRC Casein diet containing 6.26% protein (as is) correctec 10 2,50,

Betschart et al, 1981.
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