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RESUMEN

La semilla del Amaranthus caudatus forma parte de la dieta del poblador andino.
El objetivo del estudio fue evaluar el perfil electroforético de proteinas solubles
(albuminas y globulinas) en 2 variedades de amaranto provenientes del INIA -
Ayacucho. El trabajo de investigacién se realizé en el Laboratorio de Bioguimica
de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga, region de Ayacucho.
Se us6 la técnica la solubilidad de Osborne y electroforesis segun el método
Laemmli. Se encontré una minima diferencia en cuanto a la distribucién de algunas
bandas proteicas, en la var. Oscar Blanco en albuminas: 11 bandas, globulinas
7S: 8 bandas, globulinas 11S: 10 bandas; en la var. INIA Taray 414, en albuminas:
9 bandas proteicas, globulinas 7S: 9 bandas, globulinas 11S: 11 bandas. Los
pesos moleculares de Amaranthus caudatus en la var. Oscar Blanco y var. INIA
414-Taray; para albuminas: 27,4 - 55,0 kDa; globulinas 7S: 28,7 - 51,1; globulinas
11S: 27,70 - 60,0 kDa. La cuantificacion de las fracciones proteicas, se realizé por
el método de Bradford, utilizando como estandar albumina sérica bovina en un
espectrofotobmetro UV-visible a 595 nm, los resultados describen para var. Oscar
Blanco 8,3 mg/ml de albuminas; 8,1 mg//ml de globulinas 7S y 9,4 mg/ml de
globulinas 11S; para la var. INIA 414 —Taray 8,3 mg/ml de albuminas; 7,8 mg/mi
de globulinas 7S; 8,0 mg/ml de globulinas 11S respectivamente.
Comparativamente se determiné el contenido de proteinas totales en los granos
de ambas variedades, en Oscar Blanco 12,5% y en INIA 414-Taray 12,1%.

Palabras clave: Electroforesis, proteinas, Amaranthus caudatus, albiminas,
globulinas.

XV



l. INTRODUCCION

La semilla del amaranto forma parte de la dieta del poblador andino. El
componente con mayor interés es el contenido de proteinas compuesto por
aminoacidos que cumplen diversas funciones reconocidas por su calidad proteica
con alto valor biol6gico, de gran importancia en la alimentacion. Segun la OMS y
la FAO es uno de los alimentos ideales para los humanos por contener un
equilibrio de aminoacidos esenciales que el cuerpo humano no puede producir por
si solo. Esta semilla es un componente determinante en el desarrollo y
mantenimiento de la respuesta inmune, y los déficits nutricionales se han
relacionado con desequilibrios inmunitarios e incremento del riesgo de infecciones
(Segurola et al., 2016). El ser humano obtiene la proteina que necesitamos tanto
de alimentos vegetales y animales, ademas de cumplir una importante funcién de
aportar los aminoacidos que el cuerpo necesita para producir sus propias
proteinas, teniendo un efecto positivo en la salud y prevenir o reducir el riesgo de
ciertas enfermedades (Fandifio, 2014).

Las proteinas hidrosolubles brindan una gran importancia bajo una perspectiva
nutritiva, cumpliendo una variedad de funciones biolégicas, siendo esta semilla
importante en investigaciones biotecnoldgicas demostrando que las proteinas son
capaces de revelar caracteristicas especificas a través de perfiles electroforéticos.
Nuestro pais presenta multiples pisos ecolégicos, generando diferentes
variedades de amaranto. Los cereales es la segunda fuente de proteinas mas
importante de origen vegetal (Hernandez & Sartre, 1999).

Hoy en dia ante el proceso de globalizacion , las proteinas vegetales cumplen un
rol importante para contribuir a la productividad de alimentos ricos en proteinas
como sustituto de las proteinas animales (Lépez et al., 2018). Actualmente, una
tendencia de alimentacién es generar una mayor presencia de productos de origen

vegetal en la dieta del ser humano. La importancia de la investigacion radica en



una diversidad de usos ligados a una buena nutricion y salud, formulacion de

dietas terapéuticas, estudios epidemioldgicos sobre la relacién dieta/salud,

educacion alimentaria-nutricional, elaboracion de metas alimentarias,

regulaciones alimentarias, entre otros (Gémez, 2007).

Este trabajo nos proporciona una descripcion de la caracterizacion de albuminas

y globulinas de amaranto a través de la técnica de electroforesis y al mismo tiempo

se convierta en una herramienta informativa ampliando el conocimiento de estas

fracciones proteicas y revalorando el consumo de amaranto en la dieta diaria. En
tal sentido se plantearon los siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar el perfil electroforético de globulinas y albuminas de dos variedades de

semillas de Amaranthus caudatus (var. Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray).

Objetivos especificos

1. Determinar el nUmero de bandas proteicas de globulinas y albiuminas de dos
variedades de semillas de Amaranthus caudatus (var. Oscar Blanco y var.
INIA 414-Taray), Ayacucho 2021.

2. Estimar el peso molecular de globulinas y albuminas de dos variedades de
semillas de Amaranthus caudatus (var. Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray),
Ayacucho 2021.

3. Determinar la concentracién proteica de globulinas y albiminas de dos
variedades de semillas de Amaranthus caudatus (var. Oscar Blanco y var.
INIA 414-Taray), Ayacucho 2021.



II.  MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Vilcacundo (2017), en el trabajo sobre “Liberacion de péptidos multifuncionales
durante la digestiébn gastrointestinal simulada de proteinas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd) y amaranto (Amaranthus caudatus)”’ se caracterizé
el perfil proteico mediante la electroforesis (SDS-PAGE) revelando similaridad con
el perfil proteico de la quinua y amaranto, con una banda de peso molecular (PM)
de 50 kDa, correspondiente a la globulina 7S y varias bandas comprendidas entre
36-38 kDa, que corresponden a las dos subunidades, 4cida y basica de la
globulina 11S. Las albuminas se visualizaron en aquellas bandas con PM
inferiores a 14,4 kDa.

En el trabajo de Veneros & Chico (2017), sobre el efecto del agroplasma en el
crecimiento y rendimiento de kiwicha, Amaranthus caudatus var. Oscar Blanco
encontraron un porcentaje relativamente alto en proteinas totales con el método
colorimétrico de Biuret obteniendo un 14,6% en la variedad de Oscar Blanco por
espectrofotometria a una longitud de onda de 540 nm en el equipo 20 Milton Roy-
En la investigacién realizada por Castel (2015), respecto al estudio de las
propiedades funcionales, tecnoldgicas y fisiolégicas de las proteinas de
Amaranthus mantegazzianus “amaranto” utilizé dos técnicas de extraccién; como
la precipitacion isoeléctrica y ultrafiltracion, obtuvo un 19,1% y 73,1% de proteinas
respectivamente. Las muestras se distinguieron en cuanto a su contenido proteico
y se establecio el rendimiento para cada etapa de separacion. Ademas de realizar
la composicion aminoacidica en el amaranto se obtuvo la presencia de todos los
aminoacidos con deficiencias en leucina y lisina.

Ruiz & Vasquez (2018), determinaron el valor biolégico de las proteinas mediante
el método bioldgico de Utilizacion Proteica Neta (NPU), Digestibilidad (D) y Valor

Biologico (VB); para ello se utilizaron 5 kg de Amaranthus caudatus “kiwicha”, 10



especimenes de Rattus rattus var. Norvegicus, de 33 a 57 dias de nacidos y 50 a
60 g de peso. A un grupo se le administré una dieta libre de proteinas y al otro se
le proporcioné el alimento a base de kiwicha. Los valores obtenidos en promedio
fueron los siguientes: 86,26% Digestibilidad; 70,58% Utilizacién Proteica Neta y
81,81% Valor Biolégico, del andlisis de los resultados se concluye que de cada
100 g de proteinas de Amaranthus caudatus, el organismo asimila 82 g.

En el “Estudio quimico y nutricional de granos andinos germinados de quinua
(Chenopodium quinoa) y kiwicha (Amaranthus caudatus)’, usaron quinua blanca
de Junin y kiwicha var. Oscar Blanco procedentes de Huancayo. Los resultados
obtenidos en los granos andinos germinados fueron: 13,09% de proteinas; 8,29%
de grasa; 1,50% en ceniza y 2,68% de fibra total en base seca; vitaminas: 4,24
mg% de niacinay 6,20 mg % de &cido ascorbico; en minerales: 4,5 mg % de hierro;
405,44mg% de calcio y 39,86 mg% de fosforo para la quinua y 16,45% de
proteinas, 8,29% de grasa, 3,18% en ceniza 'y 9,50% de fibra total en la segunda
base seca. La kiwicha presentd en vitaminas: 4,24 mg% de niacina 'y 7,17 mg%
de acido ascorbico; en minerales: 7,74 mg% de hierro; 346,8 mg% de calcioy 49,0
mg% de fosforo. Estos analisis fueron realizados segun los métodos de la AOAC
(Bravo et al., 2013).

Segun Chamorro en el 2018, en su trabajo de investigacion “Valor nutricional y
compuestos bioactivos de 30 accesiones de kiwicha (Amaranthus caudatus L.) del
INIA-Pert” se determiné y caracterizé distintas muestras proteicas de Amaranthus
caudatus, la caracterizacién fisicoquimica de las muestras se llevé a cabo con
distintos métodos y técnicas: electroforesis en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE) y con tricina para la separacion de proteinas de bajo peso molecular,
cromatografia de exclusién molecular (HPLC-SEC), determinacién de solubilidad
de proteinas e hidrofobicidad superficial. Ademas, se cuantificé el contenido de
aminoacidos de las muestras, el contenido de compuestos fendlicos en extractos
acuosos y metandlicos y sus actividades antioxidantes. Se demostr6 en la harina
de Amaranthus mantegazzianus que es deficiente en leucina y lisina de acuerdo
a lo requerido por la FAO/WHO (1991), y presenté un mayor contenido de
metionina, histidina y tirosina respecto a otras variedades comparadas. En el perfil
electroforético y HPLC se observaron diferencias de bandas y picos entre las
muestras (Chamorro, 2018).

En el trabajo realizado por Coila y Apaza (2020), sobre “Aporte de aminoacidos

esenciales en mezclas alimenticias de origen vegetal por métodos



computacionales” indican el requerimiento aminoacidico de alimentos como la
kiwicha con el objetivo de determinar, el aporte aminoacidico de combinaciones
entre cereales, granos andinos y leguminosas. A su vez se logré optimizar las
mejores mezclas proteicas de acuerdo con el patrén de referencia sugerido por la
FAO. Los alimentos seleccionados fueron: arroz, avena, kiwicha, tarwi, cafiihua,
quinua, maiz, soya, garbanzo, lenteja y haba ; las cuales se combinaron en 67
mezclas, siendo 26 mezclas significativas, ya que cumplian con el patrén de
referencia de adultos y escolares, luego se obtuvieron 95 mezclas 6ptimas en base
a una referencia del grupo etario de 0-5 afos, que presentaron alimentos
predominantes como la quinua, kiwicha, soya y lenteja; en base a estos alimentos
se realiz6 una segunda optimizacion obteniendo 94 mezclas constituidas
principalmente por kiwicha 0 a 54%; quinua 32 a 64%; soya 3 a44% y lenteja 0 a
33%, cumpliendo con el requerimiento en lisina 58 mg/g, aminoacidos azufrados
31 mg/g, treonina 34 mg/g y triptéfano 10 mg/g.

Cayuqueo (2017), en su investigacién “Evaluacion y seleccién de lineas de
Amaranto (Amaranthus spp.) de interés biolégico”, realizd la electroforesis de
proteinas de amaranto, esta semilla es un producto de un cruce entre Amaranthus
cruentus y Amaranthus caudatus, y escogidas por sus caracteristicas fenotipicas.
Luego de la obtencién de extractos proteicos sustraidos con DMSO al 50 % v/v
bajo un estado desnaturalizante, exhibi6é un patrén de bandas similares para todas
las lineas evaluadas de amaranto. El amaranto posee proteinas de reserva, la
lectina (hemoaglutininas) con propiedades eficaces contra los tumores;
investigacion que aportd al conocimiento nutricional de amaranto.

En el trabajo de “Perfil nutricional de harinas de semilla de amaranto germinadas”
se propuso evaluar si existen cambios de composicién porcentual en semillas
germinadas de amaranto con propésito de usar estas harinas proteicas
sustituyendo la harina de trigo. Indic6 que la germinacion incremento el contenido
proteico, debido probablemente al incremento en una sintesis de proteinas ya que
son capaces de activar la germinacién del amaranto, esta investigacion uso el
método Kjeldahl para proteinas totales y se analizé las fracciones de proteinas
mediante electroforesis SDS-PAGE (Guardianelli et al., 2020).

2.2. Bases teoricas

2.2.1. Amaranto

El amaranto pertenece a la familia Amaranthaceae y son especies que crecen en
condiciones desfavorables, teniendo un alto contenido en proteinas, acidos grasos

insaturados, vitaminas y buenas propiedades funcionales, considerada como una



excelente opcidn para alcanzar niveles elevados en nutricion (Espitia et al., 2021).
Este grano andino propio de América, es muy apreciado por que el consumo de
amaranto se prefiere mas que otros granos andinos, ya que le confiere un alto
valor de fortificacion. El amaranto se propone como una buena alternativa para su
uso, puesto que cumple con varias ventajas como la preferencia del consumidor,
costo del refuerzo, facil disponibilidad a nivel nacional y ser mas econémico
(Gonzalez et al., 2015).

2.2.2. Origen y referencia historica

El amaranto era conocido desde la época prehispanica por su alto valor nutricional
y su asociacién con rituales religiosos magicos que involucraban sacrificios
humanos que alborotaron a los conquistadores espafioles, por lo que dejaron de
cultivarlo, considerado pseudocereal bajo un punto de vista agronémico, por que
provienen de distintas familias y presentan caracteristicas morfolégicas
contrastantes, cultivadas para la obtencion de sus granos en la nutricibn humana
y/o procesos agroindustriales (Dominguez, 2013).

El género Amaranto tiene alrededor de 70 especies distribuidas en regiones
tropicales y subtropicales de nuestro planeta. Presenta alrededor de 40 especies
en América, clasificada en los subgéneros Acnida, Albersia y Amaranthus
(Carmona & Orsini , 2010). ElI amaranto presenta una Importancia comercial a
nivel mundial cuyas especies mas conocidas son Amaranthus caudatus, A.
cruentus y A. hypochondriacus (Aguilera et al., 2021).

2.2.3. Clasificacion taxonémica

Para hacer el trabajo de tesis, la planta y las semillas fueron identificadas y
clasificadas de acuerdo con el sistema de categorizacion de Cronquist (1988) en
el laboratorio de Botanica, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad de San
Cristébal de Huamanga (Anexo 1,2).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del amaranto.

Reino : Plantae

Division : Magnoliophyta

Clase : Magnoliopsida

Sub Clase : Caryophyllidae
Orden : Caryophyllales
Familia : Amaranthaceae
Género : Amaranthus

Especie : Amaranthus caudatus
Nombre vulgar : “amaranto” , “kiwicha”




2.2.4. Descripcién botanica

La familia Amaranthaceae incluye alrededor de 60 especies del género
Amaranthus. Es una planta nativa perteneciente al orden Cariophyllales, que
incluye plantas anuales o perennes. ElI camino de crecimiento va desde tallos
verticales hasta ramificados, y las hojas son de color rojo o verde, con diferentes
tonalidades segun la combinacién de los dos colores y, por tanto, también
diferentes colores intermedios. El color de las semillas varia del negro al blanco,
distinguiéndose el color crema por su brillo (Dominguez, 2013).

Esta especie Amaranthus caudatus L. posee variantes en la inflorescencia y
diversidad de colores de la semilla con respecto a otras especies, de color marfil
con tonos rojizos. Posee inflorescencia laxa, con paniculas o espigas largas y
colgantes con apariencia glomerular, con bracteas cortas presentando una
nervadura central. Flor con cinco tépalos anchos sobreexpuestos y curveados. El
estilo presenta ramificaciones esparcidas y unidas en la base, las semillas varian
de tonos blancos con bordes rojos , rosas o negros (Espitia et al., 2021).

2.2.5. Valor nutricional

Considerado uno de los pseudocereales mas nutritivos, el amaranto es utilizado
principalmente por los seres humanos para el consumo de diversas formas, entre
ellos se destaca la produccién de bebidas de semillas o harinas, confiteria sélida,
hortalizas y piensos para animales, para la obtencién de aceites y cosméticos. Es
reconocido por la FAO como el cultivo con mayor potencial de desarrollo
tecnolégico para las regiones andinas y costeras de América debido a las
propiedades nutricionales de la planta entera y su capacidad para soportar suelos
y climas secos (Matias et al., 2018).

El amaranto contiene una gran cantidad de aminoacidos esenciales, los de mayor
porcentaje son glicina, serina, leucina y lisina, contiene 15 % de proteina y ofrece
muy buenas posibilidades para mejorar la alimentacion humana, siendo
recomendable consumirla mezclada con otros granos andinos (Chamorro, 2018).
El amaranto, como grano andino central por cada 100 g aporta 383,3 calorias,
14,5 g de proteinas, 7,5 g de grasa, 60,4 g de carbohidratos , 368,5 mg de calcio,
475,5 mg de fosforo, semejante al valor nutritivo de la avena desnuda, asi como
vitamina E y complejo B (Pérez, 2010).

El amaranto es un grano nativo americano, que ademas de sus altas propiedades
nutricionales, posee un alto contenido en minerales. La disponibilidad de

minerales se evalu6é mediante el método de dialisis obteniendo Fe (64,0 - 84,0



mg/kg), Ca (1977,5-2348,8 mg/kg) y Zn (30,0-32,1 mg/kg) fueron altos en el
amaranto, comparado al maiz (6,2, 19,1; 9,7 mg/kg). Los rangos de disponibilidad
de minerales para Fe, Ca y Zn son (2,0-3,6%), (3,3-11,1%) y (1,6-11,4%)(Galan
et al., 2013).

2.2.6. Variedad Oscar Blanco

La variedad Oscar Blanco proviene de la entrada CAC-038 mejorado mediante
seleccion individual, de material genético recolectado de la regiéon de San Lorenzo
de Bolivia; morfolégicamente tiene raices en el centro por lo que queda bien
anclado al suelo. El tallo cilindrico no esta ramificado y alcanza una altura media
de 1,9 m. Las hojas son de color verde intenso en las primeras etapas, se vuelven
de color amarillo verdoso al final de la temporada de crecimiento, presenta una
forma romboidal con flores unisexuales, formadas por un dicasio, de inflorescencia
amarantiforme, compacta y semidecumbente; por la cual sus ramificaciones son
cortas, presenta una panoja de color rosado claro, grano de color blanco cremoso
con aspecto opaco, con una adaptabilidad de 0 a 3 300 msnm y su periodo
vegetativo es influenciado por la zona ecoldgica donde se cultiva (Alvarez et al.,
2010).

2.2.7. Variedad INIA 414-Taray

Es una variedad desarrollada y mejorada por el INIA (Instituto Nacional de
Agricultura) a través de la Estacion Experimental Agricola Andina en la region del
Cusco, cultivada en el valle andino entre los 1 800 y 3 100 metros sobre el nivel
del mar. El periodo nutricional es 20 dias, mas corto que el de otras variedades y
el rendimiento promedio es de 2 500 a 3 500 kg/ha, lo que la hace ideal para el
procesamiento industrial. Este grano amilaceo fue producto de un proceso de
selecciéon que se dio entre 1996-2005, a partir de colecciones de amaranto
originarios de Bolivia (Tarija). Su forma de grano es redonda y con un color del
grano amarillo claro, presentando una cubierta opaca (Estacion Experimental
Agraria, 2006).

2.2.8. Proteina

Esta macromolécula presenta componentes estructurales y funcionales mas
abundantes de las células cumpliendo funciones importantes en el cuerpo:
cataliticas (enzimas), mecanicas (elastina), funciones motoras del cuerpo (actina,
miosina), transporte y almacenamiento (hemoglobina, mioglobina, citocromo),

proteccion (anticuerpos), regulacion (hormonas), entre otros (Gil et al., 2017).



La proteina realiza funciones esenciales en todas las células y tejidos para
mantener la vida y salud, y siempre ha sido reconocida como uno de los nutrientes
esenciales que debe consumirse en cantidad y calidad suficiente (Fandifio, 2014).
2.2.9. Aminoécido

La unidad basica de una proteina es el aminoacido y llegan a estar unidos
mediante enlaces peptidicos entre el grupo carboxilo y el grupo a-amino con
pérdida de agua. La secuencia de aminoacidos que forman las proteinas es la
estructura primaria. La segunda y tercera estructuras también son importantes
desde el punto de vista nutricional. Se clasifican segun varios aspectos, incluida
la solubilidad, composicién, forma, propiedades fisicas, funcién y estructura
tridimensional (Gil et al., 2017).

Una de las formas de clasificacion es segun la forma de sintesis (esenciales y no
esenciales), segun si el cuerpo puede sintetizarlos “de novo”. El esqueleto
hidrocarbonado contiene amino&cidos esenciales que el cuerpo humano no puede
sintetizar y, por tanto, deben ser aportados a través de la dieta para cubrir las
necesidades del organismo (crecimiento y mantenimiento de estructuras). Los
nueve aminoacidos esenciales son fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, treonina, triptéfano y valina (Reeds, 2000).

Los aminoacidos son importantes para las funciones corporales, las plantas
superiores, pueden producir todos los aminoacidos necesarios para sintetizar
proteinas, los humanos solo pueden sintetizar los aminoacidos no esenciales que
forman las proteinas. Se puede producir utilizando fuentes de nitrégeno y, para
lograrlo, se requiere la ingesta de proteinas en la dieta a través de diferentes vias
para cada individuo (Fandifio, 2014).

2.2.10. Niveles estructurales

Toda proteina esta formada por un conjunto de aminoacidos, los cuales son
componentes estructurales de la proteina, todos los aminoacidos poseen una
estructura quimica constituida por un a&tomo central, enlazador a un grupo amino
(NH>) y grupo carboxilo(-COOH) (Olivares & Garcia, 2004).

a) Estructura primaria

La estructura primaria de una proteina es el orden, o disposicién lineal, de los
aminoacidos que la componen. Suelen estar representados por letras mayusculas
lineales que representan cada aminoacido formando una proteina. También
describe la ubicacion del puente disulfuro y aclara qué aminoacido es N-terminal

y qué aminoacido es C-terminal. Termina asignando numeros a los aminoacidos



identificados. La secuencia de aminoacidos contiene informacion sobre la
estructura tridimensional de la proteina. El nivel mas simple de estructura proteica,
la estructura primaria, es simplemente la secuencia de aminoacidos de una
cadena polipeptidica. Cada cadena tiene su propio conjunto de aminoacidos
ensamblados en un orden especifico (Behe et al., 1991).

b) Estructura secundaria

La estructura secundaria se refiere a la disposicion espacial de partes de la cadena
polipeptidica. Fundamentalmente en términos de estructura secundaria, una
secuencia de aminodacidos particular puede disponerse en una a hélice, una hoja
B o un giro estas son las mas frecuentes en la naturaleza proteica, aun asi, no son
las Unicas que se encuentran en los polipéptidos. La principal fuerza estabilizadora
de estas dos formas basicas es el enlace de hidrégeno que posee la a hélice como
las laminas B. Esencialmente presentan cadenas principales C y N y pueden
contener casi cualquier aminoacido natural por los sustituyentes o grupo radical
(R). Espacialmente las cadenas laterales estan "fuera" o en un plano diferente.
Ambas formas acercan los aminoacidos no adyacentes, creando una mayor
funcionalidad (Calderén, 2006). Los aminoacidos se unen entre si durante la
sintesis de proteinas y, debido a la capacidad de los enlaces para rotar, adquieren
una estructura espacial estable, desde una estructura secundaria a mas (Fenema,
2000).

c) Estructura terciaria

Estructura con disposicién tridimensional de todos los atomos que componen la
proteina, conformacién a la que se debe por sus propiedades bioldgicas, ya que
la disposicion espacial de los distintos grupos funcionales determina su interaccion
con los diversos ligandos. Indica que la estructura terciaria de un polipéptido esta
plegada sobre si misma creando una conformacion esférica. La estructura
secundaria va a determinar una estructura terciaria, cuya funcién es la de facilitar
la solubilidad de agua y asi realizar funciones regulares de transporte,
enzimaticas, hormonales, etc. Su estabilidad proviene de enlaces entre los
radicales de los aminoacidos que presenta su estructura quimica como los
puentes disulfuro, puente de hidrogeno, puentes eléctricos, interacciones
hidréfobas (Fenema, 2000).

d) Estructura cuaternaria

Es una proteina oligomérica, la cual consta mas de una cadena polipeptidica, que

representa a varias cadenas peptidicas y éstas poseen propiedades distintas al
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de sus mondémeros, Presentan subunidades asociadas con interacciones no
covalentes, puentes de hidrégeno, interacciones hidrofébicas, puentes salinos.
Teniendo en cuenta la separacion de estas subunidades conducira a la pérdida
de la funcionalidad de la proteina cuaternaria, en la figura 1 se resumen los niveles

estructurales de las proteinas (Luque, 2015).

ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS PROTEINAS
Es la secuencia de una cadena de aminoacidos.

Hoja plegada Hélice alfa

ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS
Ocurre cuando los aminoacidos en la secuencia interactian
a través de enlaces de hidrogeno.

Hoja plegada

ESTRUCTURA TERCIARIA DE LAS PROTEINAS
; Ocurre cuando ciertas atracciones estan presentes entre
7 Halico alfa  hélices alfa y hojas plegadas.

ESTRUCTURA CUATERNARIA DE LAS PROTEINAS
Es una proteina que consiste en méas de una cadena peptidica.

Figura 1. Representacién de los niveles estructurales de las proteinas. (Fandifio, 2014)

2.2.11. Propiedades

a) Especificidad

Cada proteina cumple una funcién especifica esto es debido a una estructura y
funcion inicial especifica, realizando y cumpliendo su funcién de compatibilidad
con el espacio propio; es decir, un cambio en la estructura de la proteina va a
generar una pérdida de funcién. No todas las proteinas son iguales en todos los
organismos, cada individuo tiene proteinas especificas, que se manifiesta durante

el proceso de rechazo de un 6rgano trasplantado. Las similitudes entre proteinas
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son (tiles en filogenia porque indican el grado de parentesco entre individuos. Esta
es una de sus caracteristicas mas distintivas y significa que cada especie puede
producir sus propias proteinas unicas, incluso con diferentes proteinas presentes
en diversos individuos dentro de la misma especie (Luque, 2015).

b) Desnaturalizacion

Refiere al cambio de forma en su estructura nativa causado por una variedad de
factores externos, como un incremento en la temperatura, modificacion de pH,
accion mecanica, entre otros factores; modificando asi la estructura terciaria de la
proteina al romperse sus puentes de plegamiento. Todas las proteinas
desnaturalizadas tienen una conformacion igual e interaccién con un disolvente.
La desnaturalizaciébn hace de la proteina sea insoluble al agua y tiende a
precipitar (Fenema, 2000).

Habitualmente cuando una proteina se expone al calor, alta presion, pH extremo
0 a sustancias quimicas, los enlaces entre diferentes elementos de la cadena o
los puentes entre los &tomos de azufre, la estructura de la proteina puede alterarse
y dar lugar a una estructura desplegada (Fandifio, 2014).

c¢) Solubilidad

En base a su solubilidad, se representan en proteinas globulares y fibrosas.
Requiere buenos métodos con agentes quimicos para liberar una proteina en
forma soluble de la célula sin provocar pérdidas funcionales. Las proteinas
vegetales se pueden dividir en base a su solubilidad en albaminas, globulinas
hidrosolubles, glutelinas solubles tanto en soluciones acidas como bdasicas, y
finalmente prolaminas en soluciones alcohdlicas. EI método de extracciéon
involucra diversas condiciones como temperatura, tiempo, concentracién de
proteinas, pH y fuerza iénica, que afectaran tanto al rendimiento de cada fraccion
obtenida como la estructura de las proteinas que componen cada fraccion
(Gallegos et al., 2004).

d) Capacidad amortiguadora de pH

Para la realizar diversas reacciones quimico-bioldgicas es importante mantener el
pH. Los sistemas encargados de mantener el pH en las reacciones quimicas son
los llamados “tampén o buffer” y por lo general soluciones resistentes a acidos y
bases débiles. La proteina presenta un caracter anfétero, presentandose como
acidos o bases débiles, de esta forma neutralizan los cambios de pH que se
produzcan en un medio liquido, si es muy basico se cargan negativamente,
mientras que en medio acido lo hacen positivamente para neutralizar (Tunez et al.,
2015).
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2.2.12. Funciones

Las proteinas son esenciales para la vida, Proporciona los aminoacidos
esenciales necesarios para el crecimiento y mantenimiento de nuestras células y
tejidos. Las necesidades de proteinas dependen del estilo de vida y la mayoria de
los europeos comen lo suficiente para satisfacer sus necesidades. Dado que la
mayoria de las personas consumen una variedad de alimentos, la calidad y
digestibilidad de las proteinas usadas no deberian ser una preocupacion siempre
gue la cantidad total de proteinas satisfaga sus necesidades diarias. Se debe
elegir alimentos ricos en proteinas que no soOlo proporcionen aminodcidos
esenciales, sino que también respalden una dieta saludable y sostenible. Cumplen
diversas funciones como estructural, enzimatica, transporte, contractil,
homeostética, hormonal e inmunoldgica (Belliard, 2019).

2.2.13. Purificacion de proteinas

a) Métodos cromatograficos

La cromatografia es desarrollada para la separacion de proteinas de interés, del
resto de proteinas o de otras sustancias que interaccionan fuertemente con la
proteina como pueden ser polisacéridos u otras macromoléculas (Belliard, 2019).
Los principales métodos son:

- Lafiltracion en gel

- Intercambio i6nico

- Cromatografia hidrofobica

- Cromatografia por afinidad

b) Métodos de electroforesis de proteinas

Son métodos (tiles para el andlisis y la separacién de proteinas. El prototipo de
los métodos actuales es la electroforesis libre o de frente mévil que son sustituidos
por electroforesis de zona, por mayor capacidad de resolucion, sencillo y requiere
de muestras menores (Rincén, 2015).

2.2.14. Electroforesis

Representa un proceso que separa biomoléculas en solucién bajo la influencia de
un campo eléctrico. Se trata principalmente de un método analitico, pero también
puede utilizarse con fines preparatorios. Cada biomolécula se desplaza bajo la
influencia del campo y alcanza una cierta velocidad cuando la fuerza impulsora se
equilibra con la resistencia impulsora del medio en movimiento. Las semillas como
el amaranto con polimeros biol6gicos como las proteinas poseen carga eléctrica,

por lo tanto, son capaces de migrar bajo la influencia de un campo eléctrico
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teniendo en cuenta que es Util para determinar otros parametros como peso
molecular, punto isoeléctrico y numero de cadenas polipeptidicas de las proteinas
(Herrdez, 2016).

2.2.15. Tipos de electroforesis

a) De frente mévil o libre

En este tipo el campo eléctrico se aplica en medios liquidos como disoluciones o
suspensiones, las diferentes proteinas se moveran a diferentes velocidades
dependiendo de la carga y coeficiente de friccion, formando nubes que se
desplazan en un amortiguador, aunque tiene bajo poder de resoluciéon (Rincon,
2015).

b) Electroforesis de zona

Este tipo de campo eléctrico se aplica en medios soélidos, incluye 3 partes: fuente
de alimentacion, cubeta, soporte electroforético; el revelado de proteinas
separadas después del proceso de electroforesis, se trata con colorantes, por lo
cual las bandas proteicas absorben el colorante del soporte, la medicién es por
densitometria integrando las areas de cada fraccién proteica, la sensibilidad
analitica dependera del colorante empleado (Rincén, 2015).

2.2.16. Electroforesis SDS-PAGE Método Laemmli

En la electroforesis en gel de poliacrilamida, las proteinas se desplazan a través
de los poros de la matriz del gel de poliacrilamida en respuesta a un campo
eléctrico. A medida que aumenta la concentracion de acrilamida, el tamafio de los
poros disminuye. La combinacién del tamafio y la carga de los poros y el tamafio
y la forma de las proteinas determina la velocidad de movimiento de las proteinas.
Este protocolo describe el método estandar de Laemmli para electroforesis en gel
discontinuo en condiciones desnaturalizantes, en presencia de dodecilsulfato de
sodio (SDS). Representa un método secuencial simplificado, que utiliza el mismo
tampon para soluciones de gel y electrodo y omite el apilamiento de geles. Otros
protocolos incluyen la preparacion y uso de geles ultrafinos y geles de gradiente,
asi como la preparacion simultdnea de mdltiples geles (Gallagher, 2006).

El proceso implica localizar la proteina de interés en el gel después de la técnica
SDS-PAGE, al eluir la proteina del gel, eliminar el SDS de la muestra eluida y
finalmente renaturalizar la proteina (p. €j., enzimas) para analisis posteriores
(Kurien et al., 2019).

2.2.17. Factores influyentes en la electroforesis

La técnica de electroforesis es sumamente delicada y puede ser afectada por

multiples errores experimentales, siendo los mas frecuentes:
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a) Temperaturay voltaje de corrida

La polimerizacion depende de la temperatura para evitar el sobrecalentamiento ya
que se genera una polimerizacién incompleta. La polimerizacién debe realizarse
en atmosfera inerte. El persulfato de amonio (APS) desempefia un papel en la
neutralizacién de los radicales libres generados por el oxigeno, en se debe utilizar
una camara vertical de dos placas para reducir la absorcion de oxigeno por el gel
de poliacrilamida. ElI oxigeno es un inhibidor de la polimerizacién, ya que
desmasifica. En la polimerizacion se libera calor debido a los componentes
guimicos que entran en accién y estos pueden formar burbujas en su interior. La
movilidad de las proteinas varia entre otras causas porque la viscosidad que tiene
el agua se prolonga a bajas temperaturas. Se usa un tampon de electroforesis y
tiene la finalidad de mantener la temperatura durante el proceso. En geles de
poliacrilamida vertidos a 25°C ocurre mayor variabilidad de (Rf) si se compara a
bajas temperaturas. La uniformidad de la temperatura en el proceso de
electroforesis elimina el efecto de la deformacion de las bandas curveadas (Zhang
et al., 1998).

b) Velocidad de polimerizacién y cantidad de catalizador

Cuando la polimerizacién del gel de poliacrilamida es demasiado rapida, la tira
puede deformarse debido al nivel de catalizador en el polimero y se presenta una
contraccion desigual del gel preparado en la camara de electroforesis, en este
caso se debe reducir el tetrametiletilendiamina (TEMED) y el APS. Aun asi, el nivel
del catalizador debe mantenerse ya que utilizar niveles bajos de catalizador hara
que la superficie del gel se vuelve desigual y quebradiza, pero si se usa una alta
concentracion el gel tiende a romperse. Esta dificultad se puede solucionar
reemplazando el agua bidestilada con alcohol isobutilico afiadiendo una capa
para lograr una correcta polimerizacion (Garcia, 2001).

2.2.18. Determinacién de peso molecular

Para comprobar el peso molecular (PM) de una proteina se determina mediante
la electroforesis, comparando las diversas movilidades electroforéticas con un
marcador molecular con peso conocido y se tifien uniformemente, la que presenta
varios rangos de peso molecular, se aplicara el que abarque el peso molecular
esperado de aquella proteina que se requiere evaluar. Al realizar un ploteo de
logaritmo del PM de la proteina patron como funcién del valor de movilidad relativa

(Rf), este logra un gréfico sigmoideo. EI PM desconocido puede estimarse por el
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analisis de regresion lineal o por interpolacion en la curva del Log de PM contra Rf
(Garcia, 2001).

2.2.19. Cuantificacion de proteinas

Para determinar la concentracién de proteinas existen diferentes métodos como
Biuret, Bradford, Lowry, Acido bicinconinico (BCA), los cuales se diferencian
mediante un rango de sensibilidad expresada en pug y en el calculo de la
concentracion. Esta cuantificacion de proteina soluble total proviene de las
diversas fracciones proteicas obtenidas y se determina mediante el método de
Bradford. Para ello, se usa una curva de calibracién de proteinas utilizando
albumina sérica bovina (BSA) como estandar a una concentracion de 0-16 pg/100
UL, y se mide la absorbancia a 595 nm utilizando un espectrofotémetro BioRad
(EUA) (Rojas et al., 2009).

2.2.20. Método de Bradford

El método Bradford es un protocolo que utiliza el colorante Coomassie Brilliant
Blue, cambiando la longitud de onda de absorcion méxima del colorante
combinandolo con una proteina en una soluciébn &cida, y lectura en un
espectrofotdmetro a un rango de 465 nmy 595 nm. Determinando la concentracién
de proteinas en una muestra. Uno de los principales inconvenientes de este
método es la presencia de interferencia con la lectura espectrofotométrica y el
ensayo de proteinas , debido a los reactivos usados en el método como la Ureay
los detergentes como el dodecilsulfato sédico (SDS), que se utilizan ampliamente
en los tampones de extraccion de muestras para este método proteémico
(Echeverri et al., 2010).

La medicidn de la concentracién de proteinas solubles es una prueba importante
en la investigacion bioguimica de laboratorio y sus aplicaciones van desde la
investigacion de enzimas hasta el desarrollo de farmacos. La cuantificacién de
proteinas mediante espectrofotometria usa luz UV, es un buen método para

determinar rapidamente la concentracion de proteinas (Fuller, 2020).
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacioén

El trabajo de investigacién se ejecut6 en el laboratorio de Bioquimica de la

Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de

Huamanga, distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga, departamento de

Ayacucho.

3.2. Metodologia

3.2.1. Primera etapa: Preparacion de la muestra

La obtencién de las muestras de semillas de Amaranthus caudatus fueron
procedentes de la Estacion Experimental Agraria Canaan- Ayacucho del
Ministerio de Agricultura y Riego del Pera - Instituto Nacional de Innovacion
Agraria - INIA.

Se realizé la limpieza de las semillas de ambas variedades, quitando las
particulas extrafias, restos vegetales, etc. Seleccionando los granos sanos con
integridad total y libre de humedad exterior.

Se sec6 las muestras de amaranto para evitar la humedad y se comprobd la
capacidad de difusividad térmica del grano. Esta caracteristica marca la
diferencia entre los granos molidos en cuanto a forma y tamafio.

Se comprobd la relacién directa con la temperatura y la relacion inversa con la
humedad en el rango de 20 a 35°C y 10 a 20% de humedad (Huaman et al.,
2016).

Se cuantifico proteinas totales en g/100g de muestra original, usando el factor
de 6.25 con el método Kjeldahl (Anexo 3,4).
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Figura 2. Incubadora a 36°C en 48 h con muestras de Amaranthus caudatus.

3.2.2. Segunda etapa: Extraccion de proteinas - Método Osborne

e Una vez obtenidas las muestras se procedié a pesar y diluir con n-hexano en
tubos Eppendorf, para luego ser llevadas a centrifugacion a 17 000 RFC por 15
min a 4°C. Se recupero6 el sobrenadante para un posterior analisis de grasas.

a) Extraccion | (Albuminas)

e Se resuspendi6 el sedimento con 1,5 ml de CaCl; 10 mM, MgCl, 10 mM a un
pH de 8,0. Posteriormente se procedié a homogenizar la muestra llevando al
vortex por 10 min a 4°C. Se colocé en el agitador orbital a 150 RPM durante 1
h a 4°C. Se centrifugd a 17 000 RCF por 30 min a 4°C (Anexo 6).

e Se retir6 el sobrenadante conteniendo la fraccion proteica en el agente quimico.

b) Extraccion Il (Globulinas 7S)

e Se resuspendio el sedimento con 1,5 ml de NaCl, 0,1 M, K; HPO, 10 mM, a un
pH de 7,5. Posteriormente se procedié a homogenizar la muestra en vértex por
10 min a 4°C. Se coloco en el agitador orbital a 150 RPM durante 1 h a 4°C. Se
centrifug6 a 17 000 RCF por 30 minutos a 4°C (Anexo 6).

e Se retirg el sobrenadante conteniendo la fraccion proteica en el agente quimico.

c) Extraccion Il (Globulinas 11S)

e Se resuspendio el sedimento con 1,5 ml de NaCl, 1 M, K> HPO410 mM, a un
pH de 7,5. Se procedié a homogenizar la muestra en vortex por 10 min a 4°C.
Posteriormente, se coloco en el agitador orbital a 150 RPM durante 1 h a 4°C.
Se centrifugd a 17 000 RCF por 30 min a 4°C (Anexo 6).

e Se retir6 el sobrenadante conteniendo la fraccion proteica en el agente quimico.
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3.2.3. Tercera etapa: Preparacion de las muestras y ensamblaje de

electroforesis

e Se disolvid el pellet obtenido de cada fraccion proteica, se afadié a las
muestras 100 ul de H,O para el lavado de proteinas.

e Se uso una proporcion de (3:1), 30 pyl de muestra proteica afiadido a 10 pl de
tampon de carga (4x) y se procedié a homogenizar.

e Se sometid las muestras a una temperatura de ebullicién durante 5 min para su
desnaturalizacion proteica.

e Se retir6 las muestras a una temperatura ambiente para luego colocar en la
centrifuga refrigerada por 45 s a 4°C a 12 000 RPM.

¢ Finalmente se refrigerd hasta el proceso de electroforesis (Anexo 14).

e Se realizd la electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida, en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) de acuerdo a (Laemmli, 1970)
modificado.

e Se trabaj6 con dos placas de vidrio con esquinas curveadas, dos espaciadores
de material flexible de cloruro de polivinilo con un grosor de 0,75 mm, un
separador “peine” con 10 entradas que permitié la formacion de 9 pocillos para
la inyeccion de las muestras, incluyendo un tanque de electroforesis con una
fuente poder.

e Previamente se lavo y se esterilizd todos los componentes de la camara de
electroforesis.

e Se cogio6 dos placas de vidrio y se colocé los espaciadores a los extremos.

e Se ajusto las placas de vidrio con un par de ganchos con resorte y se afiadio el
gel separador y el gel concentrador respectivamente en su estado liquido, el
TEMED y el APS son componentes quimicos que al entrar en contacto produce
gelificacién. En las figuras 3 y 4 se muestran los componentes de la camara de

electroforesis.
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Figura 3,4. Placa de vidrio en soporte y camara de electroforesis vertical.
3.2.4. Cuarta etapa: Preparacion del gel de poliacrilamiday corrida de SDS-
PAGE
e Se preparo los reactivos para la preparacion de geles de electroforesis SDS-
PAGE (Anexo 12).
Tabla 2. Preparacién de geles de poliacrilamida SDS-PAGE (Laemmli, 1970).

Reactivos Gel de empaquetamiento (5%) Gel separador (10%)
Solucion A 0,67 ml 3,33ml
Solucion B - 2,50ml
Solucion C 1,00 ml -

APS 30 ul 30 ul
TEMED 5ul 10 ul

Agua destilada 2,30 ml 4,17 ml

e Se afadio el primer gel separador en liquido con una micropipeta de 1000 pl
Marca Boeco-Germany y abarco casi las % partes de la placa de vidrio durante
1 h a temperatura ambiente para su solidificacion.

e Después de la polimerizacion del primer gel, se afadio el segundo gel de
empaguetamiento (concentrador).

e Se coloco el peine entre ambas placas de vidrio cubriendo asi el tltimo gel; en
seguida se dej6 polimerizar durante 2 h a temperatura ambiente.

e Una vez gelificado la poliacrilamida, se retir6 el peine y los elementos de
fijacion.

e Las placas de vidrio conteniendo el gel polimerizado se coloc6 en la camara de
electroforesis conteniendo el tampon de electroforesis. Se sumergio el sistema
conteniendo el gel polimerizado en la camara de electroforesis afiadiendo y

embebiendo con buffer de electroforesis de pH 7,5
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e Se coloco en un pocillo del gel, con 10 ul el marcador estandar Broad Range
Protein Molecular Weight Markers PROMEGA que present6 nueve bandas de
proteinas con PM de 10, 15, 25, 35, 75, 100,150 y 225 kDa que determino el
tamafio aproximado de las fracciones proteicas para la medicion del peso
molecular de las muestras.

e Se deposito las fracciones proteicas de las muestras cuidadosamente en cada
pocillo.

e Se cubrié la camara con su tapa y se conectd los cables que poseen dos
electrodos (+) (-) siendo estos conectados a una fuente de poder.

e Se conecté la fuente de poder a la corriente eléctrica con 90 V durante 2 hy 30
min.

e Se procedi6 a desconectar la fuente de poder y a desmontar la cAmara de
electroforesis. Finalizado este procedimiento, se removio las placas de vidrio
que contiene el gel de poliacrilamida, se realiz6 con mucho cuidado la
separacion de vidrios para evitar ruptura del gel de poliacrilamida (Anexo 15).

3.2.5. Quinta etapa: Tinciéon y revelado de proteinas

a) Tincion de fracciones proteicas

e Se realizo la tincion del gel de poliacrilamida sumergiéndola en un envase de
plastico conteniendo la solucién de trabajo (Tabla 3), (Anexo 11):

Tabla 3. Reactivos para solucion de trabajo.

Componente Cantidad
Azul de Coomasie R-250 0,625¢g
Metanol 225 ml
Acido acético Glacial 25 ml
Agua destilada 250 ml

o Se pes6 0.625 g de azul de coomasie R-250, se afiadié metanol y 4cido acético
glacial en una proporcién de (9:1) en una probeta con capacidad de 250 ml.

e Se enrazo la solucion de trabajo con agua bidestilada a 500 ml.

e Se disolvié y se decantd la solucion de trabajo a través de un papel filtro
Whatman N°1.

e Se coloco el gel de poliacrilamida en el envase de plastico con la solucién de
trabajo y se coloc6 en el agitador con un movimiento rotatorio de 50 RPM
durante 1 h (Anexo 15).

e Se evalud la coloracién de cada fraccion proteica teniendo en cuenta la

coloracion mas intensa de las bandas (Fig. 6), en el que las fracciones proteicas
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de color azul intenso fueron consideradas como fracciones proteicas
expresando un peso en kDa con la asistencia de un marcador molecular.

b) Decoloracion del gel de poliacrilamida

e Se realizd la decoloracion del gel de poliacrilamida sumergiéndola en un
envase de plastico conteniendo la solucién de decoloracion (Tabla 4), (Anexo
14)

e Se afiadio el 4cido acético glacial y metanol en una proporcion de (2:1) en una
probeta con capacidad de 50 ml.

e Se enrazo la solucion de decoloracién con agua bidestilada a 250 ml

e Se coloct la solucion de decoloracion en el envase de plastico y se coloco el
gel de poliacrilamida en la soluciébn y se colocé en el agitador con un
movimiento rotatorio de 80 RPM durante 30 min. Se repitié el proceso de
decoloracién hasta lograr ver claramente las bandas proteicas.

Tabla 4. Reactivos para solucién de decoloracion.

Componente Cantidad
Acido acético glacial 25 ml
Metanol 12,5 ml
Agua bidestilada 212,5ml

e Las proteinas fijadas en geles de poliacrilamida y tefiidos con la solucion de
coloracion, permitieron visualizar bandas azules de diferentes pesos
moleculares.

e Se determiné comparando las bandas con un patron de proteinas estandar de

peso conocido del marcador Broad PROMEGA (Figura 5).
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Calculo de Rf para cada una de las proteinas patrén

Distancia que migra una determinada proteina

Distancia que migra el frente del gel

Figura 5. Esquema de resultados obtenidos en la separacion de proteinas. (Fandifio, 2014)
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3.2.6. Sexta etapa: Cuantificacién de proteinas - Método Bradford

Se siguid el protocolo descrito por (Cerna et al., 2010; Blcaro & Bressani, 2002)

con algunas modificaciones:

o Se utilizd el estandar de Albumina Sérica Bovina (BSA) como proteina de
referencia en 1mg/lml de H»O@ usando el agitador magnético para su
homogenizacién total, como colorante se us6é Azul Brillante de Comassie G-
250, el buffer de fosfato a pH 7,2 como diluyente. Las lecturas de absorbancia
se realizaron mediante un espectrofotémetro UV-visible a 595 nm, para la
elaboracion de una curva de absorcion y determinar la concentracion de
proteinas.

Tabla 5. Diluciones seriadas de albumina sérica bovina (estandar).

Tubos Componentes

Tubo N°1 0 albimina + 100 pl agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°2 2 pl albimina+ 98 ul agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°3 4 ul albumina+ 96 pl agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°4 6 pl albimina+ 94 ul agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°5 8 pl albumina+ 92 ul agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°6 10 pl albimina+ 90 ul agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford
Tubo N°7 15 ul albimina + 85 pl agua destilada + 900 pl reactivo de Bradford

e Se agité los tubos y se colocé en oscuridad durante 20 min.

e Las diluciones se colocaron en las cubetas del espectrofotémetro y gradud a
595 nm y se procedi6 a la lectura de la absorbancia, para graficar la curva de
absorcion.

¢ Se realiz6é el mismo protocolo con 3 repeticiones para las muestras proteicas,
y se calcularon las concentraciones en base a la ecuacion de la recta (curva de
absorcion) o por interpolacion.

3.3. Andlisis estadistico

Para determinar la cuantificacion y comparaciéon de las concentraciones de las

fracciones proteicas en las dos variedades de amaranto var. Oscar Blanco y var.

INIA 414 - Taray, se realizé medidas de tendencia central y dispersion presentados

en tablas y figuras que muestran los estadisticos descriptivos.
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IV. RESULTADOS
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Figura 6. Sefalizacién de bandas proteicas (globulinas 7S, globulinas 11S y albdminas)

de Amaranthus caudatus var. INIA 414-Taray y var. Oscar Blanco.
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Tabla 6. Estimacion de pesos moleculares de albiminas en Amaranthus caudatus (var.
INIA 414-Taray y var. Oscar Blanco), 2022.

Banda Distancia de migracion (mm) Peso molecular (kDa)

1 42,02 55,02

39,08 52,12
2 36,68 49,87

35,22 48,55
3 32,45 46,13
4 30,65 44,63
5 24,9 40,14
6 22,36 38,31
7 18,48 35,66
8 13,33 32,44
9 8,46 29,65
10 5,99 28,33
11 4,21 27,42
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Tabla 7. Estimacion de pesos moleculares de globulinas 7S en Amaranthus caudatus (var.
INIA 414 Taray, var. Oscar Blanco) 2022.

Banda Distancia de migracion (mm) Peso molecular (kDa)

1 37,98 51,08
2 36,16 49,39
3 34,27 47,70
4 31,31 45,17

31,24 45,11
5 25,08 40,28
6 22,69 38,54
7 12,8 32,12
8 9,04 29,97
9 6,67 28,69
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Tabla 8. Estimacién de pesos moleculares de globulinas 11S en Amaranthus caudatus
(var. INIA 414 Taray, var. Oscar Blanco) 2022.

Banda  Distancia de migracién (mm) Peso molecular (kDa)

1 46,74 60,02
2 44,13 57,21
3 39,89 52,91
4 37,36 50,50
5 34,99 48,34
6 32,87 46,49
7 25,45 40,55
8 23 38,76
9 12,6 32,00
10 8,56 29,71
11 4,76 27,70
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Tabla 9. Cuantificacion de la fraccién proteica en albuminas de Amaranthus caudatus (var.
INIA 414-Taray, var. Oscar Blanco), 2022.

Variedad Absorbancia Repeticiones Promedio (mg/ml)
Oscar Blanco 0,839 8,4
Oscar Blanco 0,863 8,6 8,3
Oscar Blanco 0,808 8,0
INIA 414 - Taray 0,825 8,2
INIA 414 - Taray 0,856 8,5 8,3
INIA 414 - Taray 0,831 8,3
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Tabla 10. Cuantificacién de la fraccion proteica en globulinas 7S de Amaranthus caudatus
(var. INIA 414-Taray, var. Oscar Blanco), 2022.

Variedad Absorbancia Repeticiones Promedio (mg/ml)
Oscar Blanco 0,763 7,5
Oscar Blanco 0,821 8,2 8,1
Oscar Blanco 0,854 8,5
INIA 414 - Taray 0,811 8,1
INIA 414 - Taray 0,772 7,6 7,8
INIA 414 - Taray 0,789 7,8
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Tabla 11. Cuantificacién de la fraccion proteica de globulinas 11S en Amaranthus

caudatus (var. INIA 414-Taray, var. Oscar Blanco), 2022.

Variedad Absorbancia Repeticiones Promedio (mg/ml)
Oscar Blanco 0,905 9,1
Oscar Blanco 0,974 9,8 9,4
Oscar Blanco 0,919 9,2
INIA 414 - Taray 0,827 8,2
INIA 414 - Taray 0,800 7,9 8,0
INIA 414 - Taray 0,791 7,8
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Figura 9. Comparacion de las fracciones proteicas de albuminas, globulinas 7S, globulinas

11S de Amaranthus caudatus en var. Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray, Ayacucho 2022.
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V. DISCUSION

El sistema de electroforesis vertical es una estrategia molecular conocida que nos
permitio la estimacion de datos moleculares. No obstante, es necesario
estandarizar la técnica con los granos andinos de nuestra region sur del Pera.

El fraccionamiento de las proteinas de algunas fuentes alimenticias tiene gran
importancia porque nos permite explicar la cooperacion de cada fraccion a la
calidad nutricional y las propiedades funcionales y de modo que las aplicaciones
en la elaboracion de ciertos productos alimenticios se vean favorecidos.

Existen diversos analisis sobre la composicién quimica de amaranto y presentan
una cierta variacion, que esta en funcioén de la variabilidad genética de la muestra
estudiada, y parametros como edad de maduracion, localizacion del cultivo y
fertilidad del suelo. En esta investigacion se determiné la concentracion de
proteinas totales de Amaranthus caudatus en la var. Oscar Blanco igual a 12,5%
y en la var. INIA 414-Taray 12,1%; valores considerados dentro del rango para
este género, comparando con lo reportado por Shingal & Kulkarni, (1988) de 12 a
17,9%; sin embargo, son superiores a otros cereales como el trigo. Asi mismo,
guarda similitud con el amaranto procedente de Monte cercado- Bolivia de 14,1%
(Zamora, 1991) y 14,6% de proteinas (Lizarraga, 1981). La variedad Oscar Blanco
presenta 12,5% de proteinas, cantidad ligeramente mayor que 12,1% encontrada
en la variedad INIA 414-Taray.

La germinacién de los granos integros fue mas alta en la quinua, no asi en la
kiwicha, obteniéndose 98% y 70% respectivamente y los resultados fueron 13,09
% de proteinas en germinados de quinuay 16,45 % para la kiwicha (Bravo et al.,
2013). De los perfiles obtenidos por la resolucion electroforética en geles de
poliacrilamida, bajo las condiciones a las que se han sometido los extractos
proteicos, podemos apreciar que cada modelo presenta caracteristicas

cualitativas y cuantitativas propias. En la fraccion proteica albimina se muestran
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11 bandas proteicas para la variedad Oscar Blanco y 9 bandas para la variedad
INIA 414-Taray; en la fraccién proteica de globulina 7S se muestran 8 bandas
proteicas para la variedad Oscar Blanco y 9 bandas proteicas para la variedad
INIA 414-Taray; en la fraccién proteica de globulina 11S se muestran 10 bandas
proteicas en ambas variedades de amaranto. La migraciéon de las proteinas de
Amaranthus caudatus L. en los geles de poliacrilamida es bastante clara y
definida. Los resultados electroforéticos de los geles de poliacrilamida indican que
las variedades Oscar Blanco e INIA 414-Taray de Amaranthus caudatus,
presentan bandas de migracion moderada. Esto probablemente se deba a
factores como: peso molecular, estructura de la proteina, cantidad y calidad de
aminoacidos que contienen en su cadena lateral radicales aminos (-NH2) o
carboxilos (-COOH), los cuales se ionizan durante el corrido electroforético y
determinan la cadena la carga neta de la proteina. En este caso , probablemente
, las proteinas tengan mas radicales carboxilo , los cuales hacen que adquieran
una carga neta negativa, permitiendo una mayor fuerza de atraccion hacia el
electrodo positivo (Devlin, 1991).

Las dos variedades de amaranto provienen de un mejoramiento de (INIA-Pert),
las fracciones proteicas mezcladas en presencia de agentes reductores y
estabilizantes estiman PM en ambas variedades con patrones similares en
namero de bandas. Los pesos moleculares de Amaranthus caudatus “amaranto”
en la var. Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray; para albuminas: 27,4 a 55,0 kDa;
globulinas 7S: 28,7 a 51,1; globulinas 11S: 27,70 a 60,0 kDa. En la fraccién
albumina del grano de Amaranthus caudatus, se ha aislado y purificado una
proteina de 35 kDa, rica en lisina (Villanueva & Arnao, 2007).

Segun Silva (2007), mediante electroforesis determiné el peso molecular de 18,5
kDa, diferente al de la soya con un tamafio de 5,4 kDa (Silva, 2007). En el articulo
de Villanueva & Arnao (2007) determinaron la masa molecular en Amaranthus
hypochondriacus aproximada de la proteina contenida en las semillas obteniendo
un tamafio de 65-70 kDa compuesta por dos subunidades de aproximadamente
35 kDa unidas por interacciones no covalentes, con actividad hemaglutinante
caracteristica de las lectinas. Comparativamente sobre la “Aplicacién de la
electroforesis para la obtencién de perfiles proteicos en Amaranthus caudatus L.
“kiwicha” determind la cantidad de proteinas totales extraidas obteniendo un

16,17% para la variedad Kunt y 14,34% para la variedad Oscar Blanco.
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La electroforesis SDS-PAGE unidimensional de las bandas de faseolina
generalmente determinadas con un peso molecular de 45-51 kD (Bliss & Brown,
1983). En la investigacion de Barba de la Rosa et al., (2009), mencionaron la
importancia de la deslipilidizacién de la harina total para estudios cualitativos de
fracciones proteicas, esto mejor6 significativamente la calidad de los patrones
electroforéticos. En el presente estudio el perfil electroforético de las fracciones
proteicas en ambas variedades mostré patrones similares en nimero de bandas,
perfil similar, al observado en el arroz, trigo.

Ambas variedades de Amaranthus caudatus presentan similar nimero de bandas
proteicas, aunque para la var. INIA 414-Taray, en la fraccion proteica de albamina
se encuentra ausente 2 bandas proteicas con 52,12 y 48,55 kDa, y para la var.
Oscar Blanco, en la proteina globulina 7S se encuentra ausente 1 banda proteica
con su peso de 45,11 kDa, en la fraccién proteica globulina 11S esta ausente 1
banda proteica con un peso de 29,71 kDa. Esta técnica de perfil electroforético,
ademas de ser muy usada para el andlisis de proteinas alimentarias, Ultimamente
se estd empleando para realizar genotipado y deteccion de organismos
modificados genéticamente (OMG) (Villanueva & Arnao, 2007).

Martinez y Afién (1996) para Amaranthus hypochondriacus obtuvo proteinas
similares, aunque en nuestro estudio no se observo la banda de 78 kDa de PM
correspondiente a una subunidad de la globulina 7S. El perfil muestra una banda
de 10 kDa correspondiente a la albumina, seguida de la fraccién proteica de
globulina 11S béasico con dos bandas de 17,3 kDa y 20,8 kDa, dos bandas
correspondientes a la fraccion proteica de globulina acida 11S con un peso
molecular de 27,7 kDa y 33,2 kDa, y finalmente una banda de 45,9 kDa
correspondiente a la fraccion proteica de globulina 7S. Las bandas con PM entre
45 kDa y 25 kDa corresponderian a los péptidos a y B de la globulina 11S
(amarantina), las subunidades acidas y basicas de esta proteina fueron visibles a
34 kDa y 20 kDa, respectivamente.

Los perfiles proteicos de Amaranthus caudatus en la tabla (6) se puede observar
en la var. INIA 414-Taray y var. Oscar Blanco para albuminas expresa bandas
proteicas 3, 4, 5, 8 que son mas visibles indicando una mayor concentraciéon que
otras diferenciandose por su nitidez cuyos PM 46,13; 44,63; 40,14; 32,44 kDa
respectivamente. Se observa también en la var. INIA 414-Taray y var. Oscar
Blanco para globulinas 7S expresa bandas proteicas de 7,8 que son mas visibles

indicando una mayor concentracion que otras diferenciandose por su nitidez del
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peso molecular. En la var. INIA 414-Taray y var. Oscar Blanco para globulinas 11S
expresa bandas proteicas de 6 y 9 que son mas visibles, se encuentran en mayor
concentracion que otras, diferenciando la nitidez cuyos PM con 46,49, 32 kDa
respectivamente.

La cuantificacién de proteinas se determind en cada fraccion estudiada, se analizd
por espectrofotometria aplicando la metodologia de Bradford, utilizando una curva
estandar de BSA (Figura 8); la concentracion de la solucién patrén fue de 1 mg/ml,
y lectura de absorbancia a 595 nm. Los resultados para la var. Oscar Blanco y var.
INIA 414-Taray fueron: en albuminas, ambas variedades presentaron 8,3 mg/ml;
globulinas 7S: 8,1; 7,8 mg/ml; globulinas 11S: 9,4; 8,0 mg/ml de proteinas
respectivamente. Comparativamente con la semilla de quinua en albiminas
presenta 8,1; globulinas 9,6 mg /ml, mayor porcentaje de proteinas, respecto a las
globulinas (Taco, 2016); en tanto, que las semillas de linaza presentan valores
menores, en albuminas 5,10 y en globulinas 6,4 mg/ml (Delgado, 2015).

El método de Bradford es un método poco sensible y con varias percances
causando precipitados de color azul, lo que ocasionan errores de lectura al
momento de realizar una medicion de la absorbancia en el espectrofotdmetro; sin
embargo, este método es mas ventajoso que el resto y los resultados mostrados
se puede decir que son los mas 6ptimos respecto a cuantificacion proteica ya que
al trabajar con el método de Biuret presentaron interferencias e inconvenientes
(Delgado & Pinto, 2015).

40



VI. CONCLUSIONES

Se evalud el perfil electroforético de albuminas, globulinas en la var. Oscar
Blanco y var. INIA 414 —Taray de Amaranthus caudatus, con numero de
bandas proteicas en albuminas: 11 y 9; en globulinas 7S: 8 y 9 bandas
proteicas respectivamente; en las globulinas 11S coincidieron el nimero de
bandas proteicas igual a 10 en las dos variedades.

Los pesos moleculares estimados de Amaranthus caudatus fueron: en la var.
Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray; para albuminas: 27,4 a 55,0 kDa;
globulinas 7S: 28,7 a 51,1; globulinas 11S: 27,70 a 60,0 kDa respectivamente.
Las concentraciones proteicas de albuminas y globulinas en la var. Oscar
Blanco y var. INIA 414-Taray fueron; en albuminas con el mismo valor
promedio de 8,3 mg/ml; en las globulinas 7S: 8,1 y 7,8 mg/ml; y en las

globulinas 11S: 9,4 y 8,0 mg/ml de proteinas respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

La técnica de electroforesis requiere de mucha precision, en donde un exceso
en la carga de la muestra en el pocillo del gel concentrador podria causar
resultados erroneos.

Optimizar la estandarizacion de los protocolos para la caracterizacion
molecular.

Tomar medidas preventivas, uso de guantes de nitrilo, mascarillas, envases
estériles, recambio de puntas de las micropipetas en cada uso para evitar
resultados erréneos en la electroforesis y posibles problemas de neurotoxicidad
de algunos reactivos.

A los futuros investigadores, se recomienda realizar estudios de caracterizacién
molecular de otras variedades especificas para poder implementar una data

sobre granos andinos.
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Anexo 1. Clasificacion taxondmica de Amaranthus caudatus var. Oscar Blanco.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bach. en Ciencias Bioldgicas, Sr. Cesar Arturo, FLORES HUARACA
ha solicitado la identificacién de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segin el Sistema de
Clasificacion de Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE ! CARYOPHYLLIDAE
ORDEN : CARYOPHYLLALES
FAMILIA : AMARANTHACEAE
GENERO : Amaranthus

ESPECIE : Amaranthus caudatus L.
VARIEDAD : Oscar Blanco

N.V. : “amaranto”, “ kiwicha”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado

para los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Abril del 2 022

BIOLOGA
Reg. C.B.P. N°583 CR.- XIII
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Anexo 2. Clasificacién taxonémica de Amaranthus caudatus var.INIA 414-Taray.

CONSTANCIA

LA BIOLOGA LAURA AUCASIME MEDINA ESPECIALISTA EN
TAXONOMIA Y SISTEMATICA DE PLANTAS DEJA CONSTANCIA:

Que, el Bach. en Ciencias Biologicas Sr. Cesar Arturo, FLORES HUARACA
ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de tesis.

Dicha muestra ha sido estudiada y determinada segun el Sistema de

Clasificacién de Cronquist. A. 1988. siendo su taxonomia la siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA
CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE 2 CARYOPHYLLIDAE
ORDEN S CARYOPHYLLALES
FAMILIA : AMARANTHACEAE
GENERO : Amaranthus

ESPECIE : Amaranthus caudatus L.
VARIEDAD : INIA 414 Taray

N.V. : “amaranto”, “ kiwicha”

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 20 de Abril del 2 022

BIOLOGA
Reg. C.B.P. N° 583 C.R. - XIII
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Anexo 3. Analisis de proteinas totales de Amaranthus caudatus var. Oscar Blanco emitido

por el laboratorio “La Molina Calidad Total “.

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N° 003624 -2022

SOLICITANTE : CESAR ARTURO FLORES HUARACA
DIRECCION LEGAL : AVENIDA NESTOR GAMBETA 13 MZ J LT 26 CALLAO - CALLAO

RUC : 73518992 Teléfono : ---
PRODUCTO : AMARANTO SP - VAR. OSCAR BLANCO
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA : S
CANTIDAD RECIBIDA : 746,6 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, la muestra ingresa sellada.
SOLICITUD DE SERVICIOS ¢ S/S N°EN- 002268 -2022
REFERENCIA : PERSONAL
FECHA DE RECEPCION 1 22/07/2022
ENSAYOS SOLICITADOS : Fisico / QuiMico
PERIODO DE CUSTODIA : No aplica
RESULTADOS:

ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.

ENSAYOS PROMEDIO RESULTADO 1 | RESULTADO 2
1= Proteina (/100 g. de muestra original) (Factor: 6.25) 12,5 12.49 12.50

ODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1.- AOAC 920.152 Cap. 37, Pag. 10, 21st Edition 2019

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 22/07/2022 Al 02/08/2022.

ADYERTENCIA:

1= El . las dici de . i y transporte de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de
responsabilidad del Solicitante.

2.-.Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacién de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

3 Valido s6lo para la cantidad recibida. No es un certificado de C idad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 02 de Agosto de 2022

LA HOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS - UNALM
(72277

Biol. Lourdes Margarita Barco Saldaia
Directora Técnica (e)
CBP - N° 01232

Pag. 1/1

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru
Telf.: (511) 3495640 - 3492507 Fax: (511) 3495794
E-mail: mktg@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal - &3 1a molina calidad total
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Anexo 4. Analisis de proteinas totales de Amaranthus caudatus var. INIA 414- Taray

emitido por el laboratorio “La Molina Calidad Total”.

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS
N°003623-2022
SOLICITANTE : CESAR ARTURO FLORES HUARACA
DIRECCION LEGAL : AVENIDA NESTOR GAMBETA 13 MZ J LT 26 CALLAO - CALLAO
RUC : 73518992 Teléfono : ---
PRODUCTO : AMARANTO SP - VAR. INIA 414 - TARAY
NUMERO DE MUESTRAS : Uno
IDENTIFICACION/MTRA + S
CANTIDAD RECIBIDA : 739,7 g (+envase) de muestra proporcionada por el solicitante.
MARCA(S) : SM.
FORMA DE PRESENTACION : Envasado, muestra ingresa sellada.
SOLICITUD DE SERVICIOS : S/S N°EN- 002269 -2022
REFERENCIA : ACEPTACION TELEFONICA
FECHA DE RECEPCION 1 22/07/2022
ENSAYOS SOLICITADOS : FISICO/QUIMICO
PERIODO DE CUSTODIA : 1 Mes, a partir de la fecha de recepcion.
RESULTADOS:
ENSAYOS FiSICOS / QUIMICOS:
ALCANCE: N.A.
ENSAYOS PROMEDIO | RESULTADO 1 | RESULTADO 2
1.-Proteina (/100 g de muestra original) (Factor : 6.25) 12,1 12.14 12,15

METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO:
1- AOAC 920.152 Cap.37, P4ag. 10, 21st Edition 2019

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYOS: Del 25/07/2022 Al 02/08/2022.

ADVERTENCIA:

1.-El . las condict de 3 i y transporte de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios son de
responsabilidad del Solicitante.

2.- Se prohibe la reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios

3.-.Vahdo solo para la cantidad recibida. No es un certificado de Conformidad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 2 de Agosto de 2022

LAMOLINA CALIDAD TOTAL LABORA - UNALM
A2 2
Biol. Lourdes Margarita Barco Saldafia

Directara Técnica (e)
CBP - N° 01232

Pég. 1/1

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru
Telf.: (511) 3495640 - 3492507 Fax: (511) 3495794
E-mail: mktg@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu.pe/calidadtotal '3 la molina calidad total
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Anexo 5. Flujograma para la extraccion de proteinas de Amaranthus caudatus.

Molerlasemillacon |

2 : Retirarel )
Secar 10g “9 semilla unmortero, Pesar | 0.2 g de harina cubrircon . sobrenadante atubos
de Amaranto en 0.2 g de hari n-Hexano (2ml). Uevaral Centrifugara 17,000 ©
.2 g de harina en g g e nuevos, y refrigerara
estufaa 40°C cadatiibo | vortex durante 20 min con Gx15' a4d’C 4°C, y guardar a-20°C
A durante 24 horas eppendorf intervalosde 5 min. paraanlisisdegrasas. |
;_7/

—_— ™ T P
Afiadirlostubos \
Resuspender con 2 Llevaravortex 10 Uevaral agitadora eppendorf conteniendo Centrifugara 17000
mide CaCl,10mM , | segundosparaevitar 150 rpm/1hen elreactivoyla muestra x30‘ad’C
MgCl, (pH8.0) la sedimentacion previamente

refrigeracién ad°C
J homogenizados )

EXTRACCION GLOBULINA 7S

A

Aadirlos tubos

Resuspendercon2 )

U rtex 10 i ‘
mide NaCL, 0.1M, EYas vorex Lievaral sgitadaca eppendorf conteniendo Centrifugara 17000
segundos para evitar 150 rpm/1hen el reactivoyla muestra 2 8%
K; HPO, 10 mM . oo 2 25 x30‘ad’C
la sedimentacion refrigeracionad°C previamente

(pH8.0)

¥
EXTRACCION GLOBULINA11S

A

homogenizados

Afiadir lostubos
eppendorf conteniendo
elreactivoyla muestra

previamente
homogenizados

Resuspendercon 2
mlde NaClL, 1M,
K,HPO, 10 mM
(pH8.0)

Uevaravortex 10
segundos paraevitar
la sedimentacién

Uevaral agitadora
150 rpm/1hen
refrigeracion a4°C

Centrifugara 17000
x30‘ad’C

Temiendo

Medr 0.5 mf de Resuspendar en 100
muestras de fas 2 Levar ala cantrifuga | | USODELPELLET e |
OGS Lavar con Aceton rergerada durarte | LAVADO ;1 o artes de bidostlada, Disoher
aroteicas. 15 15'217000Gad'C ] la corrida . lento y guardsr
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afiadir 10 ul de
muestra proteica.

Anexo 6. Flujograma de electroforesis de proteinas de Amaranthus caudatus.

1)Rotulado de nuevos
tubos eppendorf para

2)Mezcla de 10 ul de
cada muestra
proteica con30 ul de
tampén de carga 4x.

CORRIDA DE ELECTROFORESIS

6)Se afiade el gel
de

poliacrilamida
entre dentrode
las placasde
vidrio.

3)Se colocé las
muestras en un
soporte a100°Cx5’.

4) Se llevé los tubos
eppendorf conteriendo
las muestras a la
centrifuga 30” a 4°C a
12000rpm

5) Se puso a
refrigerar hasta
el proceso de
electroforesis.

7)Se gelifico el gel y
se procede a retirar
los componentes de
compresién .

8)Se afadié la
placa de vidrio
conteniendo el
gel ala cdmara
de
electroforesis.

56

9)Se  distribuyd el
Tampén de
electroforesis (6.8 pH)
en la cédmara de
electroforesis hasta
embeber los extremos
de la placa de
electroforesis.

10)Se procedié a
lavar los pocillos
con una jeringa
afiadiendo el
tampén de
electroforesis

6)Se anadié las
placas de vidrios
conteniendo el gel

de poliacrilamida a
la  cdmara de
electroforesis

11)Se aiiadié las
muestras y el
marcador molecular
a los pocillos y se
encendié la fuente
de poder 90 Voltios
(V)x2°30




Anexo 7. Flujograma de tincién y decoloracion de electroforesis de proteina de Amaranthus caudatus.

CORRIDA DE ELECTROFORESIS

' 4

4

-

7)Gel presentando las

1] Xt | gel
)Se extrajo el gel y se bandas proteicas.

colocé en unabandeja
con Azul de Coomasie
(G-250).

3)Teniendo los geles tefiidos , 4)Se descartd el decolorante 5) Se agité manualmerte el

procedemos a decolorar e incubar usado y se lavé el gel con agua gel para obtener un mejor

nuevamente durante 30 ‘ , = destilada. resultado.
2) Se dejé incubando bié6 la solucién decol
por 1° con un suave hasta verlasbandas. 6) Se procedié a colocar en
movimiento en el unazona oscura para facilitar
Agitador rotatorio. lavisién de bandas proteicas.

57



Anexo 8. Preparacion de diluciones del estandar BSA para la curva de calibracion.
Laboratorio de Bioquimica — UNSCH. Ayacucho 2022.
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Anexo 9. Equipos utilizados durante la investigacion en el laboratorio de Bioquimica de la
UNSCH. Ayacucho 2022.
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Anexo 10. Preparacion de soluciones para la extraccion de proteinas (Método Osborne).

A) Preparacion de reactivo para extraccién de Albuminas

COMPONENTE CANTIDAD
Cloruro de Calcio 0,111 ¢
Cloruro de Magnesio 0,203 g
pH 8

Mezclar ambos reactivos en 20 ml y enrazar a 100 ml

B) Preparacién de reactivo para extraccion de Globulinas 7S

COMPONENTE CANTIDAD
Cloruro de Sodio 0,584 g
Fosfato dipotasico 0,174 g

pH 75

Mezclar ambos reactivos en 20 ml con H2O@) y enrazar a 100 ml

C) Preparacion de reactivo para extraccion de Globulinas 11S

COMPONENTE CANTIDAD
Cloruro de Sodio 5,844 g
Fosfato dipotasico 0,203 g
pH 75

Mezclar ambos reactivos en 20 ml con H20() Yy enrazar a 100 ml
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Anexo 11. Preparacion de soluciones de trabajo para preparar el gel de corrida (Método
Laemmli).

A) Solucion A

COMPONENTE CANTIDAD
Acrilamida 3049
Bisacrilamida 0,89

Disolver con H20() en 100 ml y conservar

B) Solucién B

COMPONENTE CANTIDAD

Tris-HCL 1,5 M 18,17 g
SDS 049
pH 8

Disolver con H20() en 100 ml y conservar

C) Solucién C
COMPONENTE CANTIDAD
Tris-HCL 0,5 M 3,028 g

SDS 029
pH 6,8

Disolver con H20@ 50 mly conservar

D) Solucién D
COMPONENTE CANTIDAD
Persulfato de Amonio 10% lg

Disolver con H20@ en 10 ml y conservar
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Anexo 12. Preparacion de geles de poliacrilamida SDS-PAGE (Método Laemmli).

A) Gel de empaquetamiento

COMPONENTE CANTIDAD
Solucién A 0,67 ml
Solucion C 1,00 mi

Agua destilada 2,3 mi

APS 30 pl
TEMED 5 ul

Disolver cada componente, al final afiadir el H2O(q)

B) Gel de separacién

COMPONENTE CANTIDAD
Solucién A 3,33 ml
Solucién B 2,50 ml

Agua destilada 4,17 ml

APS 30 pl
TEMED 10 p

Disolver cada componente, al final afiadir el H2O(q)
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Anexo 13. Preparacion de reactivos para electroforesis SDS-Page (Método Laemmli).

A) Tampédn de electroforesis

COMPONENTE CANTIDAD
Tris HCL 60 mM (PM:121,14) 7,268 g
Glicina 14,413 g
SDS 1lg
pH 8,3

Disolver con H20() 1000 ml y conservar

B) Buffer de muestra 4X para proteinas

COMPONENTE CANTIDAD
Tris HCL0,5 M 0,3025¢g
SDS 0,59
2-Mercaptoetanol 2,5 mi
Glicerol 2,5ml
Azul de Bromofenol 0.1% 0,019

Disolver el Tris HCL 0,5 M con 5 ml de H2O(@) a un pH (6,8) Disolver el SDS
al 10 % en 5 ml de H20(q)
En un vaso precipitado mezclar 2,5 ml de a: 2,5 ml b:2,5ml de glicerol, 2,5 ml
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Anexo 14. Preparacion de reactivos para coloracién de geles para electroforesis SDS-

Page. (Método Laemmli).

A) Solucion de trabajo de Azul Brillante de Coomasie

COMPONENTE CANTIDAD
Azul de Coomasie R-250 0,625¢g
Metanol 225 ml
Acido acético glacial 25 ml
Agua destilada 250 ml

Disolver filtrar la solucion a través de un papel filtro Whatman N°1

B) Solucién de decoloracién

COMPONENTE CANTIDAD
Acido acético glacial 25 ml
Metanol 12,5 ml
Agua bidestilada 212,5ml

Disolver previamente los reactivos y enrazar a 250 ml de H20(q)
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Anexo 15. Fotografias de la investigacion en el Laboratorio de Bioguimica de la UNSCH.
Ayacucho 2022.

e 1
Fotografia 1. Preparacion de reactivos para extraccion de proteinas de
Amaranthus caudatus var. Oscar Blanco y var. INIA 414-Taray.
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Fotografia 2. Secado y molido de muestras de
Amaranthus caudatus var. Oscar Blanco y var. INIA
414 Taray. 2021.

Fotografia 3. Pesaje de la muestra de Amaranthus
caudatus var. Oscar Blanco y var. INIA 414 -Taray
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Fotografia 4. Armado de las placas de vidrio y el afiadido del gel de poliacrilamida
SDS-PAGE.
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Fotografia 5. Preparacion de los geles de poliacrilamida a la placa de vidrio de
electroforesis.
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Fotografia 6. Afiadido de muestras proteicas junto al
tampon de carga (4x).

Fotografia 7. Afiadido de muestras en los pocillos
dentro de la placa de vidrio de la camara de
Electroforesis.
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Fotografia 8. Preparacion de coloracién Azul de
Coomasie G-250 para la tincion del gel de
poliacrilamida SDS —PAGE.
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Fotografia 9. Proceso de coloracion del gel de poliacrilamida con azul brillante de
Coomasie durante 1 h a 50 RPM.
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Fotografia 10. Decoloracion del gel y visualizacién de
las bandas proteicas teflidas con azul brillante de
Coomasie.

Fotografia 11. Lectura de gel de poliacrilamida
conteniendo bandas proteicas tefiidas con azul de
Coomasie frente a un camara LED.
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Anexo 16. Matriz de consistencia.

TITULO: Perfil electroforético de globulinas y albtiminas de dos variedades de semillas de Amaranthus caudatus (Oscar Blanco, INIA 414-Taray). Ayacucho 2021.
AUTOR: Bach. César Arturo FLORES HUARACA

ASESOR: Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ

P P VARIABLES/ :

PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
PROBLEMA OBJETIVO GENERAL MARCO CONCEPTUAL: HIPOTESIS VARIABLE TIPO DE INVESTIGACION:
GENERAL -Evaluar el perfil electroforético de - -Electroforesis GENERAL: INDEPENDIENTES: Basico
¢Habra diferencias globulinas y albiminas de dos - -Cuantificacion El perfil electroforético -Semillas de Amaranthus  NIVEL DE INVESTIGACION:
en el perfil variedades de semillas de - -Fraccionamiento de de globulinas y caudatus “kiwicha” o Descriptivo
electroforético de Amaranthus caudatus (var. Oscar polimeros albiminas de las amaranto, o achita POBLACION:
globulinas y Blanco y var.INIA 414- - -Amaranto variedades Oscar INDICADOR: Semillas de Amaranthus
albuminas de Taray).Ayacucho 2021. - -Albuminas Blanco e INIA 414- Variedad caudatus “Amaranto”
semillas de - -Globulinas Taray de las semillas (var. Oscar Blancoy var. MUESTRA:
Amaranthus OBJETIVOS ESPECIFICOS de Amaranthus INIA 414-Taray) 3 Kg Semilla de Amaranthus

caudatus (var Oscar
Blanco y var. INIA
414-Taray) en la
ciudad de
Ayacucho 20217

1.

Determinar el niUmero de bandas
proteicas de globulinas vy
albiminas de dos variedades de
semilla de Amaranthus caudatus
(var. Oscar Blanco y var. INIA
414-Taray). Ayacucho 2021.
Estimar el peso molecular
globulinas y albuminas de dos
variedades de semilla de
Amaranthus  caudatus (var.
Oscar Blanco y var. INIA 414-
Taray). Ayacucho 2021.
Determinar la concentracion
proteica de globulinas vy
alblminas de dos variedades de
semillas de Amaranthus
caudatus (var. Oscar Blanco y
var. INIA 414-Taray). Ayacucho
2021.

MARCO TEORICO

El amaranto contiene de 15
a 18% de proteinas con un
alto valor de aminoacidos
esenciales como la lisina.
Este grano de Amaranto
tiene un contenido de

calcio, fésforo,

hierro,

potasio, zinc, vitamina E y

complejo de vitamina B.

caudatus es diferente.

VARIABLE
DEPENDIENTE:

-Perfil electroforético de
globulina y albimina.

INDICADOR:

-Peso molecular (kDa)
-Cuantificacion
proteinas (mg/ml).

de

caudatus “Amaranto” de cada
var.Oscar Blanco y var. INIA414
Taray

MUESTREO:

Conveniencia

METODOLOGIA

- Procesamiento de la semilla
Extraccion de las fracciones
proteicas:

- Diferencia de solubilidad de
proteinas segun Osborne

- Electroforesis de proteinas
(Método Laemmli)

- Cuantificacion de proteinas
(Método Bradford)

ANALISIS ESTADISTICO:

Los datos obtenidos fueron

ingresados a una base de datos

en Microsoft Excel, presentados

en tablas y figuras y que se

mostraran estadisticos

descriptivos de tendencia central

y de dispersion.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Cesar Arturo FLORES HUARACA
R.D.061-2023-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las diez de la mafiana del uno de marzo del afo dos mil
veintitrés: se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el Auditorio de la Facultad
de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
presidido por el Dr. Sadl Alonso CHUCHON MARTINEZ; Dr. Jesus DE LA CRUZ ARANGO
(Miembro-Jurado), Dr. Raul Antonio MAMANI AYCACHI (Miembro — Jurado); Blgo. Tomas
Yuret MIRANDA TOMASEVICH (Miembro-4to Jurado); Dra. Roberta Brita ANAYA
GONZALEZ (Miembro Asesor), actuando como secretario docente el Mg. Percy COLOS
GALINDO; para presenciar la sustentacion de tesis titulada: “Perfil electroforético de
globulinas y albuminas de dos variedades de semilla de Amaranthus caudatus
(Oscar Blanco, INIA 414-Taray). Ayacucho 2021”; presentado por el Bach. Cesar
Arturo FLORES HUARACA; el Presidente luego de verificar la documentacion
presentada, indicé al secretario docente dar lectura a la documentacion generada que
refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio al acto de sustentacion,
indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer su trabajo
de investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela
Profesional de Biologia. Culminada la exposicion, el Presidente invitd a cada uno de los
Miembros Jurado, a participar con sus observaciones, sugerencias y preguntas al
sustentante. Culminada esta etapa, el presidente invitd al sustentante y al pablico asistente
a abandonar momentaneamente el Auditorio para que los miembros del jurado evaluador
puedan realizar las deliberaciones y calificaciones; cuyos resultados son los que se
consignan a continuacion:

Respuesta a

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Promedio
preguntas
Dr. Jesus DE LA CRUZ ARANGO 15 15 15
Dr. Raul Antonio MAMANI AYCACHI 16 15 16
Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH 17 16 17

PROMEDIO 16

El sustentante alcanzé el promedio de 16 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizo
el ingreso del sustentante y el publico al Auditorio dando a conocer los resultados, e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las
doce y cinco del mediodia; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.

_ w/%«u/gz/ “

Dr. Sall AI UCHC)NMARTINEZ Dr. Jeslis DE LA CRUZ ARANGO
esidente Miembro — Jurado
Dr. Raul Antonioc MAMANI AYCACHI Blgo. Tomas ) ﬁrﬁ/ A TOMASEVICH
bro — Jurado urado

Dra. Robéfta Brita ANAYA GONZALEZ Mg. Percy JLog GALINDO
Miembro — Asesor Secretari ocente




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 04-2024-FCB-D

Yo, VICTOR LUIS CARDENAS LOPEZ, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional De San Cristobal De
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Perfil electroforético de
globulinas y albiminas en dos variedades de semilla de Amaranthus caudatus (Oscar
Blanco, INIA 414-Taray). Ayacucho 2021 por CESAR ARTURO FLORES HUARACA; he
constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN, procesado CON DEPOSITO,
una similitud de 19%, grado de coincidencia, menor a lo que determina la ausencia de plagio
definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de Investigacién de la UNSCH,
aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-2021-UNSCH-C.

En tal sentido, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias
establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acomparia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 11 de enero de 2024.
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