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RESUMEN

El objetivo del estudio fue fraccionar y caracterizar electroforéticamente la
globulina 7S de cuatro accesiones de "Chenopodium quinoa Willd" (blanca,
amarilla, roja y negra) procedente de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y
Chiara de la regién de Ayacucho. El estudio se realizé en el Laboratorio de
Biogquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de
San Cristobal de Huamanga. Se utiliz6 el método de "Osborne" (1924) para
fraccionar las proteinas segun su solubilidad. Para la electroforesis de proteinas
se diferenciaron utilizando geles de poliacrilamida al 10% en presencia de
dodecilsulfato de sodio segun el método de Laemmli (1970), y para estimar el peso
molecular se us6 el marcador Broad Range Protein Molecular Weight MarkersTM
conunrango de 10 a 225 kDa. Segun el andlisis de fraccionamiento, las globulinas
7S obtenidas de las accesiones procedentes de las tres zonas en estudio fueron:
blanca (18,33 mg%), amarilla (25,33 mg%), roja (21,67 mg%) y negra (14,67
mg%), siendo entre estas la accesion amarilla la de mayor peso promedio, seguida
de la accesion roja. Al contrastar con la prueba de Tukey, se observd que los
pesos obtenidos de las accesiones no mostraron diferencia significativa (p>0,05)
entre ellas. En cuanto a la caracterizacion electroforética, se obtuvo un total de 22
bandas, con un peso molecular de 7,98 hasta 25,46 kDa. Encontrandose bandas
exclusivas de (21,05; 15,34; y 7,98 KDa) en la accesion blanca del distrito de Acos
Vinchos; 16,00 KDa en amarilla de Acos Vinchos y de 8,50 KDa en amatrilla de
Chiara y bandas comunes de (24,92 kDa; 22,43 kDa; 20,61 kDa; 16,69 kDa; 9,05
kDa, y 8,68 kDa) entre ellas. Las primeras cinco bandas presentaron pesos
moleculares altos, mientras que las bandas restantes tendieron a descender
progresivamente. En todas las accesiones estudiadas, se observd este patron
electroforético con pesos moleculares y nimeros de bandas similares.

Palabras clave: Fraccionamiento, electroforesis, globulinas 7S, proteinas de
reserva, Chenopodium quinoa Willd.
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l. INTRODUCCION

Los granos andinos tienen una gran importancia en varias regiones del Perl y
paises cercanos. No sélo son parte de la dieta tradicional, sino que también estan
siendo reconocidos a nivel global (Fairlie, 2016).

Chenopodium quinoa Willd, "quinua", es un pseudocereal de la familia
Chenopodiaceae de las amarantaceas, procedente de los Andes centrales y la
regién sur del pais alrededor del lago Titicaca y se cultiva en la regién andina
desde hace mas de siete mil afios. Es una especie resistente que prospera en
condiciones ambientales extremas, con gran adaptabilidad, creciendo desde el
nivel del mar hasta los 3800 msnm, y se cultiva especialmente en la sierra
peruana, como Cuzco, Junin y Puno, que son los mayores productores a nivel
nacional (Pérez, 2005).

Es una especie cuyo grano tiene un excelente valor nutricional, por lo que es una
importante fuente de alimento para las poblaciones rurales (Pérez, 2005). Segin
la OMS y la FAO, la quinua es el alimento ideal para el ser humano porque su
proteina contiene el mejor equilibrio de aminoacidos. La Asamblea General de las
Naciones Unidas declaré el 2013 como el "Afio Internacional de la Quinua" por
considerarla un pseudocereal de alto valor biolégico (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion [FAQ], 2011; Fairlie, 2016).
La quinua es excepcionalmente rica en nutrientes, tanto en su totalidad como en
comparacién con otros alimentos basicos. Un aspecto clave es que las proteinas
de la quinua contienen todos los aminoacidos esenciales en buen equilibrio,
mientras que su contenido de grasa es libre de colesterol. Ademas, la quinua es
una excelente fuente de proteinas, lipidos y carbohidratos. Esto se debe a que el
embriébn ocupa una proporcibn mayor de la semilla en comparacién con los
cereales comunes, lo que da como resultado un contenido relativamente alto de

proteinas y aceite (Soto & Torres, 2015).



Las globulinas son el grupo de proteinas de almacenamiento mas ampliamente
distribuido y constituyen la mayoria de las proteinas en ciertos cereales. Se
clasifican en dos grupos en funcion de sus coeficientes de sedimentacion: vicilinas
7S y leguminas 11S. Las vicilinas, también conocidas como globulinas 7S, son
proteinas de reserva que se encuentran en los cereales y pseudocereales como
la quinua. Estas son relativamente hidr6fobas y contienen predominantemente
aminoacidos no esenciales como el acido glutdmico, el acido aspartico, la serina
y la asparagina. También son ricos en aminoacidos esenciales como leucina, lisina
y triptéfano, que son importantes para el crecimiento, la reparacion y el
mantenimiento de los tejidos del cuerpo humano (Jiménez et al., 2023). Sin
embargo, a pesar de ser altamente nutritivo, existe una limitada informacion sobre
pseudocereales como la quinua. La mayoria de investigaciones y datos
disponibles se enfocan en leguminosas como los guisantes, la soya, los frijoles, y
entre otros.

Por lo tanto, el propésito de esta investigacion ha sido contribuir al conocimiento
de la globulina 7S en términos de fraccion proteica y peso molecular de las
accesiones estudiadas. Ademas, se convierte en una fuente de informacién
(inventario o linea base), lo que lo hace atractivo para investigaciones futuras para
el desarrollo de un producto alimenticio enriquecido con esta proteina. Esto, a su
vez, podria promover el consumo de quinua debido a su alto contenido proteico,
que la convierte en una fuente atractiva de proteinas para la dieta humana. Por
estas consideraciones, el objetivo general fue fraccionar y caracterizar
electroforéticamente la proteina de reserva (globulina 7S) de cuatro accesiones
(blanca, amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa Willd de los distritos de

(Acos Vinchos, Acocro y Chiara), Ayacucho. Los objetivos especificos fueron:

o Obtener la fraccién proteica (Globulina 7S) de cuatro accesiones (blanca,
amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa Willd de los distritos de (Acos
Vinchos, Acocro y Chiara), Ayacucho.

o Determinar el peso molecular de las globulinas 7S de cuatro accesiones
(blanca, amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa Willd de los distritos
de (Acos Vinchos, Acocro y Chiara), Ayacucho.

e Comparar el peso molecular de globulinas 7S de cuatro accesiones (blanca,
amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa Willd de los distritos de (Acos

Vinchos, Acocro y Chiara), Ayacucho.



1. MARCO TEORICO
2.1 Antecedentes
2.1.1. Nivel internacional
Toapanta (2016) caracteriz6 aislados proteicos de Chenopodium quinoa Willd y
evalu6 su digestibilidad gastrica y duodenal in vitro utilizando harina desgrasada
de quinua. Los aislados los obtuvo a pH 2, 3, 4, 5y 6. El de superior porcentaje
de rendimiento fue a un pH 4,0 con 6,29% + 0,03 y un contenido proteico de
64,97% £ 0,13. El contenido proteico de todos los aislados superé el 50%. Utilizé
electroforesis SDS-PAGE para caracterizar el aislado proteico de quinua, reveld
la presencia de globulinas 7S (60 kDa), globulinas 11S (20 a 22 kDa) y albamina
2S (14,4 kDa).
Tapia et al. (2016) realizaron investigaciones sobre aislamiento de proteinas de la
variedad INIAP Tunkahuan de Chenopodium quinoa Willd "quinua" ecuatoriana
con eliminacién de compuestos fendélicos, para probables usos en nutricién y salud
humana. Los estudios lo realizaron mediante el método de precipitacion
isoeléctrica con y sin remocién de compuestos fendlicos. Partiendo de la harina
de quinua seca y deslipilizada, se solubilizé el contenido proteico a pH alcalino 11
y a pH acido 5. Para evaluar su potencial tecnolédgico, cuantificaron las proteinas
totales, las proteinas solubles y los compuestos fendlicos del aislado y un perfil
electroforético mediante el método de electroforesis en gel de poliacrilamida
sulfato dodecil de sodio (SDS-PAGE). Obtuvieron principalmente albuminas (66
kDa) y globulinas (55 kDa).
Ortiz et al. (2006), en su investigacion de caracterizacion electroforética de las
globulinas de Theobroma cacao “cacao” del grano fermentado de tres variedades,
las globulinas fueron extraidas con solucién de NaCl 0,5 M y luego analizadas
mediante electroforesis SDS-PAGE unidimensional en gel de poliacrilamida al
20%. Los hallazgos mostraron diferencias significativas (p<0,05) en el contenido

de proteina en el polvo deslipilizada de los granos fermentados entre los tipos de



cacao (17,6-20,3%) y las parcelas (17,5-20,3%). Ademas, la cantidad de
globulinas varié entre parcelas (15,3-30,4%), mientras que entre tipos (16,8-
24,9%) no difirieron estadisticamente. El analisis electroforético de las globulinas
reveld patrones con un total de 49 bandas débiles con movilidades relativas que
oscilaron entre 0,21 y 0,97 y pesos moleculares que oscilaron entre 79y 13,8 kDa,
que variaron segun la planta, especie de cacao y parcela.

Lépez et al. (2017) examinaron los métodos de extraccion secuencial y directa de
proteinas de reserva de Carya illinoinensis “nuez”. Su objetivo fue determinar qué
método es mas efectivo para extraer estas proteinas y obtener fracciones puras.
La extraccién secuencial la realizaron con una proporcién de 1:60 (harina:
solvente), la extraccion directa con una proporcion de 1:10 (harina: solvente). La
extraccion secuencial aumento la extraccion de globulinas 11S, pero disminuyd la
cantidad y totalidad de las glutelinas. Se observaron proteinas con pesos
moleculares de 57, 42, 35, 34, 23, 21 y 15 kDa.

Slanac et al. (2014), caracteriz6 electroforéticamente las proteinas de
Sorghastrum setosum "paja amarilla” incubadas en rumen de bovinos. De acuerdo
con el procedimiento de buffer discontinuo de Laemmli modificado, la
caracterizacion la realizO mediante electroforesis desnaturalizante con un
gradiente de poliacrilamida 12% que contenia SDS. En el transcurso del proceso
de degradacion, observd cambios en el perfil proteico; descubrié nuevas bandas
de alto y medio PM, asi como bandas de bajo PM que se intensificaron. En el
curso del proceso de degradacién ruminal, reporté que las bandas de 24, 14 y 55
kDa estuvieron presentes durante las 120 horas de estudio.

Moreno et al. (2017) caracterizaron electroforéticamente las proteinas del
endospermo de variedades venezolanas de Oryza sativa L “arroz”. Su objetivo fue
desarrollar un método sencillo y rentable para evaluar estos aspectos. Extrajeron
las proteinas en funcion de su solubilidad en diferentes disolventes y utilizaron
métodos colorimétricos para determinar la concentracion de proteinas en cada
fraccion producida. Realizaron electroforesis sobre geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes y utilizando un gradiente discontinuo (12 a 16,5%
de poliacrilamida). Descubrieron que las fracciones de albumina y globulina del
endospermo se pueden utilizar para diferenciar las variedades Araure, Centauro y
D-Sativa mediante analisis electroforético. La fraccion de glutelina mostré una
situacién similar, ya que se encontrd un perfil polipeptidico distinto para cada tipo

de semilla examinada. La fraccién de globulina de las variedades analizadas



exhibié un perfil electroforético conformado por 14 bandas con un rango de peso
molecular aproximado de 97,6 a 14,5 kDa.

Raya et al. (2012) realizaron un estudio sobre la composicion mineral y proteinas
de almacenamiento de la semilla de Prunus serotina “capulina”. Su objetivo fue
obtener el perfil electroforético de las proteinas de almacenamiento en almendra
de capulin. Utilizaron geles de poliacrilamida al 10% en condiciones
desnaturalizantes para la separacion de proteinas. En cuanto al patrén
electroforético de proteinas, el peso molecular de las albuminas oscil6 entre (65 y
20 kDa), las globulinas (65 y 14 kDa) y las prolaminas y glutelinas (65 y 12 kDa).
2.1.2. Nivel nacional

Moscoso et al. (2017), en el estudio de la semilla de Chenopodium pallidicaule
Aellen “kafiihua”, su objetivo fue fraccionar y caracterizar proteinas de semillas de
kafiihua de los cultivares Ramis y Cupi-Sayhua mediante electroforesis. Se
fraccion6 mediante cinco técnicas basadas en la solubilidad de Osborne, para
extraer albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas. Se identificaron los perfiles
electroforéticos de las fracciones y se optimizé la metodologia, los solventes y el
tiempo de extraccion. En comparacion con la kiwicha y el trigo, la harina de
kafihua y sus fracciones proteicas tuvieron el mayor contenido de proteina (p<
0.05). La tercera técnica logré el mayor rendimiento porcentual (p< 0.05) para
albuminas y glutelinas durante una extraccion secuencial de fracciones proteicas
de una hora, mientras que la quinta técnica resultd eficaz para globulinas y
prolaminas. La electroforesis revel6 patrones similares en el nimero de bandas y
diferencias en la densidad entre los dos cultivares.

Delgado & Pinto (2015) realizaron la cuantificacion, fraccionamiento y
caracterizacion de proteinas de almacenamiento en las semillas de “chia” Salvia
hispanica L. “linaza” variedad negra, Linum usitatissimum variedad marron y
“quinua” Chenopodium quinoa variedad INIA Salcedo. Inicialmente, el aceite lo
extrajeron de las semillas pulverizadas mediante el método Soxhlet. Luego,
emplearon el método de Osborne modificado para fraccionar las proteinas de
almacenamiento: albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas de las respectivas
semillas. Los resultados mostraron niveles similares de proteinas de
almacenamiento entre la chiay la linaza, con predominio de la fraccién de glutelina
respecto a la quinua. Finalmente, las proteinas de almacenamiento de las distintas
semillas la caracterizaron mediante electroforesis SDS-PAGE, confirmando la

existencia de glutelinas como fraccion mayoritaria en las tres semillas. Utilizaron



el marcador de peso molecular de proteina pretefiida See Blue Plus 2, lo que dio
como resultado bandas de 10 y 20 kDa para la fraccion proteica principal.
Concluyeron que la chia y la linaza tienen un mayor contenido de proteinas de
almacenamiento (glutelinas) en comparacion con la quinua, lo que las convierte
en excelentes opciones naturales para la dieta y nutricién.

Monteghirfo & Yarlequé (2017) utilizaron electroforesis unidimensional y
bidimensional para caracterizar proteinas solubles de tres biotipos diferentes de
“maca” Lepidium peruvianum G. Chacon. Reportaron que en el analisis
electroforético unidimensional predominaban dos proteinas, que representaban el
72% del total de proteinas solubles. Una proteina tenia un peso molecular de 22,5
kDa que representa el 51% de proteina total, mientras que la otra tenia 17,0 kDa
qgue representa el 21% de la proteina soluble total. EI mapa electroforético
bidimensional indico que tanto la macatina como la proteina de 17,0 kDa eran
basicas. La macatina fue la proteina mayoritaria y las proteinas solubles
presentaron un patron electroforético complejo.

Villanueva & Arnao (2007), aislaron y purificaron una proteina rica en lisina de 35
kDa de la fraccion de albumina de Amaranthus caudatus, también conocida como
kiwicha. Se utilizaron técnicas cromatogréficas y técnicas electroforéticas (SDS-
PAGE vy electro elucidn). La electroforesis SDS-PAGE revel6 la presencia de un
grupo de proteinas heterogéneas con pesos moleculares que oscilaron entre 10y
80 kDa en la fraccién de albumina, existiendo 22 bandas proteicas, siendo una de
las més abundantes la banda de 35 kDa.

2.2. Marco conceptual

2.2.1. Proteina

Las proteinas, cuyo nombre deriva de la palabra griega "proteios" que significa
"primera" o "principal”’, estan compuestas por largas secuencias polipeptidicas
formadas por aminoacidos plegados entre si mediante enlaces peptidicos.
Representan el componente principal de las células y son necesarios para el
crecimiento, reparacién y renovacion continua de los tejidos del cuerpo, lo que
indica su necesidad continua. El nimero, orden y disposicion de los aminoéacidos
son informacion contenida en genes que influyen en el nivel de estructura y funcion
de las proteinas. Las proteinas realizan una variedad de funciones biolégicas en
el cuerpo, actuando como: enzimas, parte del sistema defensivo, componentes
estructurales, transporte de otras moléculas, hormonas, receptores. La funcion

biolégica de cada molécula de proteina no solo esta determinada por la secuencia



de aminoé&cidos unidos covalentemente, sino también por su conformacion
tridimensional (Baynes & Dominiczak, 2011).

2.2.2. Proteinas de reserva

Las proteinas de almacenamiento o reserva son proteinas que se producen
durante la produccion de semillas y se acumulan en cantidades significativas
durante el periodo de maduracion de la semilla. Como la albumina y la caseina,
gue sirven como reserva de aminoacidos. Algunas proteinas almacenan
aminoacidos, que el embrién en desarrollo utiliza como componentes nutritivos y
estructurales. Por ejemplo, la gliadina de la semilla de trigo, la caseina de la leche
o la ovoalbumina de la clara de huevo (Lallana, Elizalde & Garcia, 2005).

2.2.3. Globulinas

Las globulinas son un grupo de proteinas solubles en agua que se pueden
encontrar en todo tipo de vegetales y animales. Las lactoglobulinas (de la leche),
las ovo globulinas (del huevo), las seroglobulinas (de la sangre), la legimina, el
fibrinbgeno, los anticuerpos (gamma-globulinas) y muchas proteinas de las
semillas son algunas de las globulinas més importantes (Horton et al., 2008).
2.2.4. Globulinas 7S

Las vicilinas son un grupo de proteinas de almacenamiento codificadas por
familias genéticas. Algunas de las vicilinas han sufrido mutaciones bastante
significativas como para aceptar que su funcién ha cambiado; de hecho, han
recibido nuevos nombres, como la convicilina que son un descubrimiento evolutivo
gue implica la ganancia de una nueva proteina para la planta y la adquisicion de
informacién dentro del propio gen (Cordero & Jarma, 2011).

2.2.5. Electroforesis

Metodologia que utiliza la migracion de moléculas en un campo eléctrico para
separarlas, principalmente en funcion de su carga neta (Horton et al., 2008).
2.2.6. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel de poliacrilamida se realiza en presencia de un detergente:
dodecilsulfato de sodio. Esto le permite separar proteinas basandose Unicamente
en su tamafio y no en su carga y tamafo (Horton et al., 2008).

2.2.7. Caobtropos

Los caotropos como la urea y la tiourea rompen los puentes de hidrégeno, lo que

hace que las proteinas se desplieguen y se desnaturalicen (Horton et al., 2008).



2.2.8. Agentes reductores

Los agentes reductores sirven para romper las interacciones intramoleculares e
intermoleculares de los enlaces disulfuro (Horton et al., 2008).

2.2.9. Peso molecular

Es el resultado de la suma de las masas atbmicas de los elementos que componen
una molécula. El nimero y el tipo de aminoacidos de la cadena polipeptidica
determinan el peso molecular (Baynes & Dominiczak, 2011).

2.2.10. Punto isoeléctrico (pl)

Debido a que su carga neta es cero, este es el pH en el que una molécula
zwitteribnica no migra en un campo eléctrico (Horton et al., 2008).

2.2.11. Perfil electroforético o caracterizacion electroforética

Esta técnica es particularmente interesante como método analitico porque permite
calcular el nimero de diferentes proteinas presentes en una preparacion, asi
como la estimacion de su peso molecular y punto isoeléctrico (Baynes &
Dominiczak, 2011).

2.3. Bases teoricas

2.3.1. Quinua (Chenopodium quinoa)

2.3.1.1. Origen e Historia

La quinua es un pseudocereal herbaceo anual cuyo origen es en el altiplano o en
los Andes de Chile, Colombia, Argentina, Bolivia, Ecuador y Peru. Tiene un alto
contenido de almidén y proteinas, pero no pertenece a la familia de las gramineas
como los cereales, por lo que se le llama pseudocereal (FAO, 2011).

Willdenow describié la “quinua” Chenopodium quinoa Wild como una
especie nativa de América del Sur por primera vez en 1778. Segun Buskasov, su
centro de origen se encuentra en los Andes de Bolivia y Pert (FAO, 2011).
Gandarillas confirma que su area de dispersion geogréafica es extensa debido a su
importancia social y econdmica, asi como a la gran diversidad de ecotipos, tanto
tecnificados como silvestres (Tapia et al., 1979).

Respecto al origen de las variedades nativas, Toro (1964) hizo una conexién entre
la edad de cultivo y el origen de domesticacion de la quinua al estudiar la quinua
proveniente de Puno y Cusco. Utilizé el actual término quechua "kiuna" y los
términos aimaras "jupha"y "jiura" como evidencia de qué poblaciones de las etnias
aimara y quechua fueron los domesticadores originales de esta planta. Wilson
(1990) sugiere que es muy probable que Chenopodium hircimun,

considerablemente distribuido en los Andes, fuera uno de los ancestros de la



quinua y que la quinua moderna evolucioné y fue domesticada a partir de ella.
Mujica & Jacobsen (2006) mencionan que existen al menos cuatro especies de
Chenopodium relacionadas con la quinua, las cuales se encuentran en grandes
cantidades en los Andes del sur. Estas especies son consideradas parientes y
progenitoras de la quinua, a partir de la cual evolucionaron y fueron domesticadas
las variedades actuales de quinua. Estas especies incluyen Chenopodium
carnosolum y Chenopodium hircinum (FAO, 2014).
La planta de quinua ha sido cultivada por culturas precolombinas en la region
andina desde hace aproximadamente 5 000 afios, y ha sido un alimento basico en
la dieta de los habitantes de los valles interandinos, zonas altas y frias, asi como
del altiplano. En términos de cultivo, es el grano andino mas importante después
del maiz (Mujica et al., 1993).
2.3.1.2. Distribucion
La quinua es una especie con multiples centros de origen y amplia distribucion.
Las orillas del lago Titicaca son consideradas la region con mayor diversidad y
variacion genética de la especie (FAO, 2011). De acuerdo con Lescano (1994), la
guinua se cultiva en la region andina, desde Pasto en Colombia hasta las regiones
del norte de Argentina (Salta y Jujuy) y Chile (Antofagasta). Ademas, se ha
descubierto una especie de quinua al nivel del mar en la regién de Concepcion.
Segln Rojas, F. (1998), la quinua se encuentra desde los 5° de latitud norte en
Colombia hasta los 43° de latitud sur en la region chilena. Se encuentra en
altitudes que van desde el nivel del mar en Chile hasta los 4000 msnm en las
tierras altas compartidas por Pera y Bolivia, dando lugar a plantas de quinua en
zonas costeras, valles, valles interandinos, puna vy altiplano.
La disposicién de la quinua segln paises, regiones y sus zonas tradicionales de
produccion se muestra a continuacion (Rojas et al., 2010):
e En Perq, las regiones de Cusco, Cajamarca, Puno (altiplano), Valle del
Mantaro, Callejon de Huaylas, Andahuaylas, son las que destacan.
e En Bolivia, en los valles interandinos de Cochabamba, Chuquisaca, Oruro, en
el altiplano de La Paz y Potosi, y Tarija, son las que resaltan.
e En Colombia, en las localidades de San Juan, Mocondino, Ipiales, Puesres,
Contadero, Cérdova y Pasto, en las ciudades de Narifio.
e En Ecuador, en las regiones de Loja, Latacunga, Ambato y Cuenca, Carchi,

Imbabura, Pichincha, Cotopaxi, Chimborazo.



e En el altiplano chileno (Isluga e Iquique) y Concepcion. Adicionalmente, se
han registrado cultivos de quinuas en la Novena y Décima region (Barriga et
al., 1994).
e En Argentina se cultiva de manera separada en Jujuy y Salta. El cultivo se
extendio igualmente a los calchaquies de Tucuman (Gonzalez et al., 2009).
La distribucién geografica de la produccién de quinua a nivel mundial se muestra
en la Figura 1, destacando a Bolivia, Perti y Ecuador como los paises productores
mas importantes. Sin embargo, después de mas de dos décadas de trabajo en
paises potenciales de Europa, Asia, Africa, Australia, América del Norte, esta claro
que la produccién de quinua estd en camino de expandirse a otros paises y
diversas regiones del planeta debido a su extraordinaria adaptabilidad (FAO,
2011).
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2.3.1.3. Datos del cultivo

Desde el nivel del mar hasta los 4 000 msnm, se puede cultivar quinua, con
ecotipos adecuados que van desde suelos salinos y alcalinos incluso zonas
propensas a las heladas (FAO, 2011). El cultivo de quinua en las zonas marginales
de los altos Andes la expone a diversos riesgos ambientales, como heladas,
sequias prolongadas, granizo, fuertes vientos y suelos pobres y acidos. Se
propaga a través de semillas y normalmente germina en ocho a diez dias, pero
con el uso de germinadores se puede lograr en solo dos dias (FAO, 2011).

Para comprender los sistemas de produccion de quinua, es crucial tener en cuenta
su capacidad de adaptacién y expansion en diferentes condiciones climéticas y
edéficas de las zonas agroecoldgicas donde se siembra. Se cultiva en el Peru
desde el nivel del mar hasta los 3900 msnm, con mayor extension entre los 2500
y 3900 msnm, en diversos microclimas. Generalmente, se cultiva en climas
templados a frios, con heladas frecuentes y necesitando de las precipitaciones
pluviales (Soto et al., 2015). Es excepcionalmente adaptable a diversos niveles
agroecoldgicos debido a las condiciones en las que se cultiva y a la gran
diversidad genética que posee. Cuando las plantas de quinua se encuentran en la
etapa de formacion de semillas, pueden tolerar temperaturas tan bajas como -5
°C (FAO, 2011).

Esto convierte a la quinua en uno de los raros cultivos que prosperan incluso en
condiciones climaticas y de suelo extremas. Por tanto, por su excelente
adaptacion al cambio climatico y uso eficiente del agua, representa una excelente
alternativa de cultivo ante el cambio climatico que esta alterando el calendario
agricola y provocando un calor cada vez mas intenso (FAO, 2011).

La quinua se caracteriza por su alta plasticidad genética, lo que ha permitido
cultivarla a nivel del mar, en monocultivo con maiz en las zonas quechuas (2500-
3500 m), o alternando con papas en la zona solar (3600-3800 m), y
exclusivamente en las regiones altas de los Andes aledafios al lago Titicaca (3810
m), en el Altiplano a 3900 m, y en el sur de Bolivia los salares (3 600 m). Por ello,
uno de los métodos mas cruciales para el desarrollo de la industria de la quinua
es el estudio de su comportamiento fenolégico y como se adapta a las diversas
condiciones climaticas de los Andes (Estrada et al., 2014).

Tapia M. (2012) categorizé la quinua en cinco categorias en funcién de su
adaptacion a diversas situaciones agroecoldgicas: i) Quinua de zonas

mesotérmicas de los valles interandinos; ii) Quinua de corto periodo de
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crecimiento procedente del Altiplano norte del Lago Titicaca, compartida por Peru
y Bolivia; iii) Variedades de quinua haléfilas acondicionadas a suelos salinos y de
superior tamafo de grano, provenientes del Altiplano sur del Salar de Bolivia; iv)
Quinua cultivada al nivel del mar en el centro y sur de Chile; y v) Quinua
procedente de la zona subtropical o los Yungas del declive oriental de los Andes
en Bolivia. Para cada uno de estos tipos de quinua se han encontrado variedades
tradicionales cultivadas por los agricultores durante siglos y, gracias a los
esfuerzos de mejora de las investigaciones por instituciones, se han obtenido y
probado nuevas selecciones en diferentes entornos con resultados variables (Soto
etal., 2015).

2.3.1.4. Cultivo de quinua en el Peru

En Pera existen ocho bancos de germoplasma que mantienen 6302 accesiones
de quinua. Estas accesiones se ubican en las instalaciones experimentales en
lllpa (Puno-Banco Nacional), Andenes (Cusco), Canaan (Ayacucho), Santa Ana
(Huancayo), Barfios del Inca (Cajamarca), INIA y en la Universidad Agraria La
Molina en Lima, la Universidad Nacional de San Antonio Abad en Cusco, y la
Universidad Nacional del Altiplano en Puno. La Universidad Agraria la Molina con
2089 accesiones, la Universidad Nacional del Altiplano (1910) y la INIA Puno
(1029) cuentan con las mayores colecciones (FAO, 2014).

Segun el Catalogo de variedades comerciales de quinua en el Perq, la mayor parte
de la producciéon de quinua se produce en el Altiplano y valles interandinos,
aungue existe una tendencia a incrementar la produccién en la costa debido a sus
favorables caracteristicas agrocliméticas. La Tabla 1 muestra 21 variedades
comerciales de quinua, ademas de las variedades nativas propagadas por

agricultores conservacionistas (Soto et al., 2015; Apaza et al., 2013).
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Tabla 1. Caracteristicas de las variedades comerciales de quinua.

. Areas de Cemiel Tamafio Color de Color de
Variedad - de ; ; )
produccion . de grano  epispermo pericarpio
saponina
Rosada de . Valle_s Escasa Mediano Blanco Crema
Yanamango interandinos
INIA 427
. Valles .
Amarilla . ; Abundante  Grande Blanco Amarillo
interandinos
Sacaca
INIA 431 Altiplano, .
Antiplano Costa Ninguna Grande Blanco Crema
lllpa INIA Altiplano Ninguna Grande Blanco Crema
Altiplano,
INIA 415 . Valle_s Ninguna Mediano Rojo Gris
Pasankalla interandinos,
Costa
Altiplano,
INIA 420 Negra Valles Ninguna  Pequefio Negro Gris
Collana . :
interandinos,
Costa
Altiplano,
Salcedo INIA , VaIIe_s Ninguna Grande Blanco Crema
interandinos,
Costa
Quillahuaman . Valle; Regular Mediano Blanco Crema
INIA interandinos
Ayacuchana Valles ~
INIA interandinos Regular  Pequefio Blanco Crema
Amarillo . . VaIIe_s Abundante  Grande Blanco Anaranjado
Marangani interandinos
Valles
Blanca de Junin interandinos, Regular Mediano Blanco Crema
Costa
Blanca de Juli Altiplano Escasa Pequefio Blanco Crema
Chweca Altiplano Escasa Mediano Blanco Crema
Huacariz . Valle_s Escasa Mediano Blanco Crema
interandinos
Valles
Hualhuas Interandinos, Ninguna Mediano Blanco Crema
Costa
Valles ;
Huancayo interandinos Regular Mediano Crema Crema
Kankolla Altiplano Poca Mediano Blanco Crema
Mantaro Valle_s Ninguna Mediano Blanco Crema
Interandinos
Ros,ada de Va"es Regular  Pequefio Blanco Crema
Junin Interandinos
Rosada de Altiplano  Abundante  Grande Blanco Crema
Taraco
INIA 433 Santa valles Ninguna Grande Blanco Crema

Ana/AlQ FAO

Interandinos

Fuente: Catalogo de variedades comerciales de quinua en el Perd, 2013 (Apaza et al., 2013).
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Tabla 2. Variedades de quinua que se cultivan en la region de Ayacucho.

Tipos de quinua

Color de grano

Sabor de grano

Amarilla Marangani

llipa INIA

INIA salcedo

431 INIA Altiplano
Hualhuas
Rosada Junin
Huancayo

INIA 433

Roja Pasankalla
Blanca Junin
Amarilla Sacaca

INIA 420 negra Collana

Amatrilla

Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Blanca
Roja
Blanca

Amatrilla

Negra

Amargo
Dulce
Dulce
Dulce
Dulce
Dulce
Dulce
Dulce

Semi amarga

Semi amarga

Semi amarga
Dulce

Fuente: (Soto et al., 2020).

Tabla 3. Cultivares de quinua a nivel nacional.

. Tamafio de Color de Sabor de Regiones de
Cultivar >
grano grano grano produccion
INIA 415 Mediano Rojo Dulce Puno, Arequipa
Pasancalla
Junin, Cusco,
Blarjca de Mediano Blanco Semidulce Cajamarc_a,
Junin Huancavelica,
Huanuco
La Libertad,
Rosa Junin Pequefio Crema Dulce Cajamarca, Junin,
Cusco, Apurimac
Ayacuchana Ayacucho,
Il\)l/IA Pequefio Crema Dulce Apurimac,
Huancavelica
ﬁ\ﬁg\lahuaman Mediano Crema Semidulce Cusco
Mantaro Mediano Blanco Dulce Junin, Aya_cucho,
Ancash, Cajamarca
Hualhuas Mediano Blanco Dulce Junin
Huacariz Mediano Blanco Semidulce Junin
Rosada . . . .
Mediano Blanco Semidulce Junin, La Libertad
Yanamango
Salcedo INIA Grande Blanco Dulce Puno, Arequipa,
Cusco, Mogquegua
llipa INIA Grande Blanco Dulce Puno, Arequipa,
Cusco, Mogquegua
Blanca de Juli Pequefio Blanco Semidulce Puno, Arequipa
Kancolla Mediano Blanco Semidulce Puno, Arequipa,
Cusco
Cheweca Mediano Blanco Semidulce Puno, Arequipa,
Cusco
Amarilla . Grande Anaranjado Amargo Cusco, Apurimac,
Marangani Ayacucho

Fuente: Instituto Nacional de Innovacién Agraria, 2013 (Apaza et al., 2013).
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2.3.1.5. Produccion de quinua en el Peru

En Perd, se ha cultivado la quinua desde la época prehispanica y cuenta con una
gran variedad genética, con aproximadamente 3000 ecotipos diferentes. Ademas,
se conservan alrededor de 2 mil tipos de material genético en el Instituto de
Innovacion Agraria (INIA) (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego [MIDAGRI],
2020).

En 2021, la produccién de quinua alcanz6 106643 toneladas, lo que representa
un aumento de 15,4% respecto del promedio histérico de 92326 toneladas y un
aumento de 6,4% respecto a la produccién de 2020. La mayor producciéon de
quinua en 2021 se debi6 principalmente a aumentos importantes en Cusco (6 244
toneladas), Puno (1 719 toneladas) y Junin (1 209 toneladas), asi como menores
incrementos en Huancavelica, Huanuco y La Libertad. Sin embargo, en los
departamentos de Ayacucho, Apurimac y Arequipa la produccion disminuyé en
aproximadamente 3450 toneladas en total (MIDAGRI, 2022).

Ayacucho, segundo productor mas importante del pais, siembra el 86,2% de la
campaifia entre octubre y diciembre. El 13,8% restante se recolecta principalmente
en agosto y septiembre del afio de inicio de campafa y enero del afio siguiente
(MIDAGRI, 2022).

m Puno mAvyacucho mApurimac m Cusco EArequipa ®Junin m Otros

Figura 2. Produccién de quinua a nivel regional.
Fuente: MINAGRI Peru, Elaboracion Unidad de Inteligencia Comercial-SSE (MIDAGRI, 2020).

2.3.1.6. Diversidad genéticay variedades de quinua

La regién andina es uno de los ocho centros de origen y diversidad de cultivos. Se
caracteriza por tener la mayor diversidad genética de quinua, tanto silvestre como
cultivada, que aun se puede encontrar en condiciones naturales y en los campos
de los agricultores andinos. La quinua ha recibido el mayor apoyo y dedicacion
entre los cultivos andinos, especialmente en Ecuador, Peru y Bolivia. Con base en
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sus caracteristicas de adaptacion y algunos rasgos morfolégicos altamente

hereditarios, perceptibles y capaces de mantenerse en toda el &rea de difusion, la

quinua se ha agrupado en cinco grandes grupos segun las evaluaciones de
variabilidad genética disponibles (FAO, 2011).

Quinuas desde el nivel del mar. Ubicada a los 36° latitud sur en las regiones
de Linares y Concepcion (Chile). Se trata de plantas relativamente robustas
gue alcanzan una altura de 1,0 a 1,4 metros y tienen un crecimiento
ramificado. Producen semillas transparentes de color crema, conocidas como
Chullpi (FAO, 2011).

Quinuas delos valles interandinos. Se encuentran entre 2500 y 3500 msnm
y Se caracterizan por su crecimiento extensivo, que puede alcanzar 2,5 metros
0 mas de altura y tener muchas ramas. Su inflorescencia es laxa y suele
mostrar resistencia al mildia (Peronospora farinosa) (FAO, 2011).

Quinuas del altiplano. El cultivo se realiza a gran escala como cultivo puro
0 Unico a una altitud entre los 3 600 y 3 800 msnm, correspondientes a la
region del altiplano peruano-boliviano. Esta regién ofrece la mayor variedad
de caracteres y produce los granos mas especializados para su uso. Las
plantas suelen ser compactas y alcanzan una altura de 0,5 a 1,5 metros con
un tallo que termina en una panoja principal. Este grupo tiene la mayor
cantidad de variedades mejoradas y también los materiales mas susceptibles
al mildiu cuando se colocan en &reas mas humedas (FAO, 2011).

Quinuas de salares. Crecen en las zonas de los salares al sur del altiplano
boliviano, donde la precipitacién es mas baja, con una cantidad de 300 mm.
Se cultiva como un solo cultivo a distancias de un metro por un metro y en
hoyos para maximizar la humedad baja. Esta es la quinua con el tamafio de
grano mas grande (mas de 2,2 mm de diametro), conocida como "quinua
Real". Tiene un pericarpio grueso con un alto contenido de saponina en sus
granos (FAO, 2011).

Quinuas de los yungas. Esta variedad de quinua se ha adaptado a las
condiciones de la region de los Yungas en Bolivia, ubicada en altitudes que
van desde los 1500 a los 2000 msnm. Su crecimiento es ligeramente
ramificado. Son plantas de color verde que pueden alcanzar alturas de hasta
2,20 metros, pero durante la floracion toda la planta se torna de color naranja
(FAO, 2011).
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La quinua cultivada es conocida por su gran diversidad genética, con variaciones
en el color de la planta, las inflorescencias y las semillas, asi como en el contenido
de proteinas, saponinas y betacianinas en las hojas (FAO, 2011).

2.3.1.7. Importancia del cultivo

La quinua tiene un indice glucémico bajo, por lo que es ideal para personas con
diabetes o quienes buscan perder peso mientras comen de manera saludable,
ademas mejora significativamente el control del colesterol en sangre. En cuanto a
micronutrientes, destaca por su contenido en minerales como potasio, magnesio,
calcio, fésforo, hierro y zinc, ademas de vitaminas del complejo B y vitamina E con
propiedades antioxidantes. Desde el punto de vista medicinal, la quinua tiene un
gran potencial debido a su alta digestibilidad y propiedades nutricionales, ademas
de ser baja en colesterol y gluten. Desde una perspectiva social, su facilidad de
conservacion y adaptabilidad a diversos ecosistemas garantizan la seguridad
alimentaria de las personas (FAO, 2011; Fairlie, 2016).

2.3.1.8. Clasificacion taxonémica

Segun Cronquist, A. (1988), la posicion taxonémica de Chenopodium quinoa Willd
es la siguiente.

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Sub clase: Caryophyllidae

Orden: Caryophyllales

Familia: Chenopodiaceae

Género: Chenopodium

Especie: Chenopodium quinoa Willd.

Nombre comun: “quinua”, “quinoa”.

2.3.1.9. Descripcidon botanica

La quinua es una planta dicotiledonea anual que suele ser herbaceay puede llegar
a unaalturade 0,2 a 3,0 metros. Las plantas pueden tener una variedad de colores
gque van desde verde, morado a rojo y colores intermedios entre estos. De acuerdo
con el ecotipo, la raza, la densidad de siembra y las condiciones ambientales en
las que se cultiva, el tallo principal puede ser ramificado o no. Comienza con una
seccion circular cerca de la raiz y se vuelve angular a la altura de las ramas y las
hojas (Mujica, 1992).
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2.3.1.10. Descripcién de la semilla

El epispermo, el embrion y el perisperma son sus tres partes. El epispermo, que
esta unido al pericarpio y que cubre la semilla. El embribn representa
aproximadamente el 30% del volumen total de la semilla, compuesto por dos
cotiledones y la radicula, rodea al perispermo como un anillo, con una curvatura
de 320 grados. La radicula tiene un tono castafio oscuro. El perispermo es el
principal tejido de almacenamiento, de color blanquecino y compuesto
principalmente por granulos de almidon, representa el 60% de la semilla y
reemplaza al endospermo. La Tabla 4 muestra las diversas tonalidades del
perigonio, pericarpio y episperma, lo que explica por qué la inflorescencia de la
quinua tiene una variedad de tonalidades (Tapia et al., 1979).

COTILEDONES
PERISPERMA
EPISPERMA

REGION DE LA UNION

ALVECLO

PERICARPIC

RADICULA

Figura 3. Partes de la semilla de quinua. Fuente: (Tapia et al., 1979).

Tabla 4. Coloracion en el fruto y grano de la quinua.
Coloracion en el fruto y grano de la quinua

Episperma Pericarpio Perigonio
Trasllcido Traslicido Verde
Blanco Blanco oscuro Rojo
Café Blanco opaco Pdrpura
Café oscuro Amarillo claro
Negro- marrén Amarillo intenso
Negro- brillante Anaranjado
Guinda
Rojo bermellén
Rosado
Café
Negro
Gris

Fuente: (Tapia et al., 1979).
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En su estudio, Villacorta y Talavera (1976) examinaron el epispermo e

identificaron cuatro capas:

a) Lacapa exterior, que le da a la semilla su aspecto amarillo aspero, quebradizo
y seco. Se separa facilmente con agua caliente (80 °C-100 °C). Esta capa
contiene saponina.

b) La segunda capa solo se puede ver cuando la primera capa es translicida y
difiere en color de la primera capa.

c) Latercera cubierta es una membrana fina, opaca y ligeramente amarilla.

d) La cuarta envoltura es translicida y esta formada por una hilera de células
gue recubren al embrién (Villacorta & Talavera, 1976).

e Lacalidad de la semilla
La semilla extraida del almacén no mejora al almacenarse; su calidad inicial solo
se puede mantener con un almacenamiento adecuado. El deterioro de las semillas
es irreversible. Existen muchas teorias sobre el envejecimiento de las semillas,
incluida la disminucion de los suministros alimentarios en el tejido embrionario, la
inhabilitacion de los procesos enzimaticos que controlan la funcién respiratoria,
cambios en la mutacién nuclear y variaciones fisicas en la estructura de las
proteinas y otros componentes de las células vivas. No se tiene mucho
conocimiento sobre el deterioro y la degeneracion de las semillas, y es improbable
que exista una causa Unica. Los dos factores mas influyentes en el
almacenamiento son la temperatura ambiente y el contenido de humedad de las
semillas. Un rasgo caracteristico de la especie es la longevidad de las semillas.
Es necesario aceptar que algunas semillas tienen una vida util prolongada,
mientras que otras, por naturaleza, tienen una vida util mas corta. Las cebollas
son unas de las mas dificiles de conservar, y la soja y el mani son semillas
bastante delicadas entre las legumbres. En resumen, podemos decir que la
longevidad de la semilla depende del tipo de semilla y de los factores que influyen
en su almacenabilidad. Estos factores incluyen las condiciones ambientales de la
planta madre durante el desarrollo, el manejo durante la cosecha, el
procesamiento y acondicionamiento adecuados.

2.3.1.11. Desarrollo fenolégico

e Germinacion

Los cotiledones emergen del suelo, mientras que la radicula y el coleoptilo

provienen de la semilla (FAO, 2016).
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e Desarrollo foliar

Ocurre desde el surgimiento del primer al tercer par de hojas verdaderas
fotosintéticamente activas (FAO, 2016).

e Ramificacién

Comienza cuando se desarrollan mas de cinco pares de hojas verdaderas en el
tallo principal, y en las yemas axilares comienzan a formar ramas, lo que resulta
en la pérdida de la simetria de la disposicion de las hojas (FAO, 2016).

e Desarrollo del botdn floral

En el 4pice del tallo, protegido por hojas y cubierto por una pubescencia granular
vesicular con abundante oxalato de calcio, el primordio o botén floral aparece
paralelo a la ramificacién (FAO, 2016).

e Desarrollo de la Inflorescencia o panoja

Formacion y crecimiento de inflorescencias; una estructura piramidal o cénica
compuesta por yemas glomerulares que inician a alargarse y formar los ejes
primario, secundario y terciario. Se forman flores y estructuras reproductivas; la
longitud y el color de la inflorescencia dependen del genotipo y el entorno (FAO,
2016).

e Floracién

El proceso comienza cuando las flores hermafroditas y pistiladas se abren
simultaneamente, especialmente las hermafroditas que tienen anteras de color
amarillo intenso y brillante. Las flores permanecen abiertas por un promedio de 5
a 7 dias. La floracién es sincronizada y puede durar de 12 a 15 dias en una misma
panoja. El color de las panojas se intensifica y el cultivo es bastante resistente a
temperaturas extremas y sequia (FAO, 2016).

e Antesis

Precede a la etapa de floracion. Es la fase en la que las flores hermafroditas
liberan polen. Las flores hermafroditas producen mucho polen y hay muchos
insectos, posiblemente polinizadores. Esta etapa concluye con la muerte de las
anteras, el cierre del perigonio sepaloide y el desprendimiento de hojas en la base
de la planta (FAO, 2016).

e Grano, crecimiento y estado acuoso

Luego de la fecundacion, los frutos creados comienzan a desarrollarse y crecer.
Esta fase de crecimiento del grano se conoce como “estado acuoso” porque estan
llenos de una sustancia acuosa. El proceso de formacion de las partes esenciales

delfruto, especialmente los cotiledones, puede ser observado. La duracion de este
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periodo puede variar dependiendo de la variedad y las condiciones ambientales
(FAO, 2016).

e Grano en estado lechoso

Los granos, que han alcanzado su tamafo completo, comienzan a recibir
fotosintatos de las hojas y de las partes verdes de las inflorescencias, provocando
que la sustancia acuosa sea sustituida por una sustancia lechosa. El pigmento del
fruto difiere del pigmento de los ejes de la inflorescencia, asi como del perianto
sepaloide (envoltura floral). En esta etapa, se puede notar que la parte superior
de las hojas se mantiene verde y realiza la fotosintesis de manera activa, mientras
gue los dos tercios inferiores comienzan a perder color o envejecen (FAO, 2016).
e Grano en estado masoso

Los frutos tienen una textura pastosa blanca, una apariencia similar a una masa y
un contenido de humedad del 45% cuando se presionan. Aqui es donde la planta
llega a su pleno desarrollo fisioldgico. Se inicia la pérdida de humedad de la planta

y de los granos hasta alcanzar la madurez de cosecha (FAO, 2016).

Quinoa
Fases y Etapas de desarrollo

e = R R e - =

Desarrolio Inicio Formacion | Desarrollo Grano Grano  |Senescencia

Germinacion folisr Ramificacion Pancia Panoj Floracion chiss pastoso | y
f=—————— Fase Vegetativa t Fase Reproductiva ——————4————— Fase Maduracién ———

Figura 4. Fases y etapas de desarrollo de la quinua. Fuente: (Castillo et al., 2018).
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2.3.1.12. Valor nutritivo y composicién quimica del grano de quinua

Los pueblos andinos han utilizado la quinua en su dieta desde tiempos
prehistéricos. Esto se debe a que, a través de una experiencia milenaria, se ha
reconocido su valor nutricional, principalmente correctivo y terapéutico. En la dieta
de los pueblos antiguos de América, la quinua fue el sustituto principal, o a veces
unico, de las proteinas animales. De hecho, el consumo de leche, carne y huevos
no ha sido tipico ni comun en las poblaciones campesinas. En muchos lugares, la
guinua sigue siendo el alimento proteico principal (Tapia et al., 1979).

El valor real de la quinua radica en la calidad de sus proteinas, la cual se debe a
la combinaciéon de un mayor porcentaje de aminoacidos esenciales necesarios
para la nutricion humana, lo que le confiere un gran valor biolégico (Tapia et al.,
1979).

Los beneficios tipicos del cultivo de quinua provienen de su alto valor nutricional.
Dependiendo de la variedad, el contenido de proteina de la quinua oscila entre el
13,8% y el 21,9%. La quinua es considerada el Unico alimento de origen vegetal
gue aporta todos los aminoacidos esenciales, lo cual se acerca mucho a los
estandares nutricionales establecidos por la FAO debido a su alto contenido de
aminoacidos esenciales en su proteina. El estudio de los aminoacidos esenciales
en la proteina de quinua es similar al de la proteina de la leche y superior al del
trigo, la cebada y la soja (Daza et al., 2015).

e Composicion quimica

La quinua es una excelente fuente de hidratos de carbono, proteinas vy lipidos,
esto porque el embrién abarca la mayor proporcion de las semillas que los
cereales regulares. Debido a su comportamiento aminoacidico similar al de las
leguminosas, la quinua se considera un pseudocereal. El grano, las hojas y las
inflorescencias de la quinua son fuentes de proteinas de buena calidad, lo que es
una caracteristica importante. La excelencia nutricional del grano depende de su
contenido y calidad proteinica, ya que contiene una gran cantidad de aminoacidos,
mientras que otros cereales carecen de estos. Aunque la harina cruda y sin lavar
tiene un alto contenido de nutrientes, las investigaciones han demostrado que los
aminoacidos de las proteinas no estan completamente disponibles debido a
sustancias que dificultan la utilizacién biologica de los nutrientes. Estas sustancias
son glucésidos, llamados saponinas (Jacobsen, 2003).

El contenido de proteinas y lipidos de este grano es superior al de otros cereales,

y su valor nutricional, resultante de la composicién de aminoacidos esenciales en
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calidad y cantidad, lo convierte en un alimento perfecto para el organismo (FAO,
2014; Rojas et al., 2016), también resaltan la alta concentracién de acidos grasos
esenciales y minerales como Fe, Cu Ca, Zn y Mg, asi como otros componentes
quimicos (Jacobsen, 2003).

La quinua también tiene un alto porcentaje de fibra dietética total (FDT), lo que la
convierte en un alimento perfecto para limpiar el cuerpo de toxinas y desechos
gue pueden dadarlo (FAO, 2011).

Tabla 5. Composicion de cereales y granos andinos (g/100 g).

Componente Quinua Trigo Avena Maiz amarillo
(%) (%) (%) (%)
Proteina 12 9 11 8
Carbohidratos 68 72 69 73
Lipidos 6 2 10 0,3
Humedad 11 17 9 17
Ceniza 3 1 6 1
Fibra 7 3 3 4

Fuente: (Collazos, 1996).

e Factores antinutricionales de la quinua

El contenido de antinutrientes en la quinua disminuye la absorcion de nutrientes
esenciales como proteinas y minerales. Los antinutrientes mas destacados en la
qguinua son las saponinas, los fitatos, los taninos y los inhibidores de proteasa
(FAO, 2011).

e Saponina

La quinua contiene un contenido de saponinas que oscila entre el 0,1 y el 5%.
Para consumirla es necesario retirar el pericarpio del grano de quinua porque tiene
saponina, la cual le da un sabor amargo. Estas moléculas se encuentran en altas
concentraciones en la cascara del grano y son el principal factor antinutricional
presente en el grano (FAO, 2011).

e Niveles de saponina en la quinua

Hay dos tipos de quinua: la quinua amarga, que tiene altas cantidades de
saponinas en el epispermo del grano, como las variedades Real y Amarilla de
Marangani; y la quinua dulce, que tiene bajos niveles de saponinas y solo requiere
un simple lavado antes de su uso, como las variedades Blanca de Junin, Samaja,
Blanca de Juli, Cheweca de Puno y Narifio. Segun su contenido de saponinas, el
grano se puede clasificar de la siguiente manera: (Vargas et al., 2019).

a) Quinua dulce: < 0,06% de saponina.

b) Quinua amarga: > 0,16% de saponina.

¢) Quinua libre (lavada): 0,00% de saponina.
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2.3.1.13. Proteinas

Las proteinas son macromoléculas organicas compuestas principalmente de
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrdgeno, y también pueden contener azufre,
fosforo y minima proporcion de hierro y cobre (Alegria, 2016). Pueden cumplir
diversas funciones, como transportadoras, catalizadores, como elementos
estructurales, en los sistemas contractiles y como elementos nutritivos de reserva
(Alegria, 2016).

Se pueden categorizar de la siguiente manera de acuerdo a:

¢ Propiedades fisicas.

e Propiedades quimicas.

e Criterios estructurales.

e Criterios funcionales.

e Proteinas de reserva.

Tres grandes grupos principales componen las proteinas de las semillas:

e Proteinas estructurales son componentes estructurales de la célula.

e Proteinas con actividad biolégica (que suelen ser enzimas).

e Proteinas de reserva o almacenamiento.

Segun sus funciones fisiolégicas, las proteinas de las semillas se pueden dividir
en tres grupos: 1) enzimas, que son las principales responsables de movilizar las
reservas (como la cisteina endopeptidasa y la proteinasa); 2) proteinas de
almacenamiento (que son diferentes de las que se localizan en las partes
vegetativas de la planta, pero que a menudo se utilizan para alimentar a la plantula
antes de que se convierta en un organismo autétrofo; como protectores celulares
durante la fase de desecacion de las semillas y como parte de la dieta de algunos
animales) y 3) proteinas estructurales (Azcon & Tal6n, 2013).

Las semillas contienen las sustancias distintivas de los tejidos vegetales,
especialmente aquellas utilizadas como reservas, como carbohidratos, proteinas
y aceites en proporciones variables segun la especie (Gomez & Minelli, 1990). La
supervivencia de la semilla hasta que la plantula se desarrolle lo suficiente como
para realizar la fotosintesis depende de la movilizacién de estas reservas durante
la germinacién. La composicién quimica de semillas de una misma especie y
variedad es generalmente bastante uniforme, lo que indica que no existe mucha

variacion entre un grano y otro (Pita & Pérez, 1998).
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2.3.1.14. Proteinas de la quinua

En comparacion con la guia recomendada por la FAO para los amino&cidos
esenciales para nifios de 3 a 10 afios, la quinua supero los niveles recomendados
para los ocho aminoacidos esenciales (Daza et al., 2015).

El embrién contiene gran parte de proteinas de la quinua; estas son principalmente
albiminas y globulinas. La principal molécula de globulina, conocida como
globulina 11S o quenopodina, tiene pesos moleculares de las subunidades ay 8
de 22 a 23 kDa y 32 a 39 kDa, respectivamente. Estas proteinas tienen una
composicion de aminoacidos similar a las globulinas de leguminosas (Soto et al.,
2015). En 1978, Scarpati de Bricefio descubrié que la composicion proteica de la
quinua estaba compuesta por un 45% de albuminas y globulinas, un 23% de
prolaminas y un 32% de glutelinas. Las proteinas solubles (globulinas y
albuminas) tienen mayores cantidades de aminoacidos esenciales,
particularmente lisina, en comparacion con las proteinas insolubles (prolaminas y
glutelinas). La quinua tiene el doble de proporcion de lisina, un aminoacido
limitante en los alimentos de origen vegetal, y una concentracion de metionina un
25% mayor que otros cereales. Su concentracion de triptéfano es similar a la de
la cebada, la avena y el trigo. Al contrario, pasa con la metionina, que es su
aminoacido limitante. La composicion de aminoacidos en los granos andinos esta
poco estudiada (Repo, 2014).
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Tabla 6. Contenido de aminoacidos en los principales granos (mg de
aminoacido/16 g de nitr6geno).

Aminoéacidos Quinua Kiwicha Trigo Kahiwa Arroz
% N del grano 2,05 2,15 2,24 2,51 1,52
% proteina 12,80 13,40 14,00 15,70 9,50
Acido aspartico 7,80 7,40 4,70 7,90 8,00
Treonina* 3,40 3,30 2,90 3,30 3,20
Serina 3,90 5,00 4,60 3,90 4,50
Glicina 5,00 7,40 6,10 5,20 4,10
Alanina 4,10 3,60 3,50 4,10 5,20
Valina* 4,20 3,80 4,60 4,20 5,10
Isoleucina* 3,40 3,20 4,30 3,40 3,50
Leucina* 6,10 5,40 6,70 6,10 7,50
Tirosina* 2,50 2,70 3,70 2,30 2,60
Fenilalanina* 3,70 3,70 4,90 3,70 4,80
Lisina* 5,60 6,0 2,80 5,30 3,20
Histidina* 2,70 2,4 2,00 2,70 2,20
Arginina* 8,10 8,20 4,80 8,30 6,30
Metionina* 3,10 3,80 1,30 3,00 3,60
Cistina* 1,70 2,30 2,20 1,60 2,50
Triptéfano* 1,10 1,10 1,20 0,90 1,10
Acido glutamico 13,20 15,60 31,30 13,60 16,80
Prolina 3,40 3,40 10,40 3,20 4,00

* Aminoacidos esenciales. Fuente: (Repo et al., 2003; Mujica & Jacobsen, 2006).

Los estandares de nutricion humana de la FAO se alinean estrechamente con los
aminoacidos que se encuentran en la quinua. Segun Risi & Galey (1984), la quinua
tiene un equilibrio superior de aminoacidos esenciales en comparacién con la
cebada, el trigo y la soja, y se compara favorablemente con la proteina de la leche.
Debido a que el cuerpo humano no puede producir los aminoacidos esenciales,
gue se encuentran en abundancia en las proteinas de alta calidad alimenticia, es
necesario consumirlos diariamente (FAO, 2011).

La proteina de la quinua tiene una alta tasa de digestibilidad del 92%, mientras
qgue la utilizacion neta y el valor biolégico de la proteina son del 76% y 83%
respectivamente. Los péptidos bioactivos se forman durante la digestién o la
coccion. Estos péptidos pueden desempefiar un papel importante en la regulacion
del metabolismo y pueden usarse como nutracéuticos o0 como parte de alimentos
funcionales para promover la salud general y prevenir enfermedades (Repo,
2014).

2.3.2. Proteinas de reserva

Las proteinas de almacenamiento, llamadas asi porque carecen de funcién

metabdlica o estructural, se acumulan en cuerpos especificos llamados cuerpos
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proteicos, repartidos al azar en el citoplasma. Las proteinas de almacenamiento
constituyen la mayor parte y se depositan en los cuerpos proteicos durante el
desarrollo del endospermo. Proporcionar un soporte de carbono y nitrégeno para
la germinacién de la semilla es su funcion fisiolégica. Si se acopian en cantidades
significativas en los cuerpos proteicos de las semillas, se sintetizan durante el
desarrollo del grano, se hidrolizan durante la germinacién y el crecimiento de la
semillay tienen un alto nivel de aminoacidos ricos en nitrégeno, se catalogan como
proteinas de reserva. En las semillas, las proteinas de almacenamiento, por su
abundancia, asi como por su importancia econémica y nutricional, fueron las
primeras en ser caracterizadas (Lallana et al., 2005).

2.3.2.1. Clasificacion de principales proteinas de reserva

Se ha sugerido una clasificacion reciente para describir las proteinas de
almacenamiento en las semillas, basada en su estructura genética, similitud en la
estructura primaria y forma de almacenamiento. Segun esta clasificacion, las
proteinas de reserva en las semillas se dividen en prolaminas y glutelinas, que se
encuentran principalmente en los cereales, y globulinas, que se encuentran
principalmente en las legumbres (Lallana et al., 2005).

La proteina de la semilla se encuentra principalmente como proteina de
almacenamiento sin actividad enzimatica y es solamente una fuente de
aminoacidos, nitrégeno y carbono necesarios para el crecimiento de la planta. Se
almacenan en cuerpos proteicos en forma indisoluble, se clasifican segin su
solubilidad y perduran al proceso de desecacion durante mucho tiempo. Las
albuminas y las globulinas son los grupos de proteinas de almacenamiento mas
importantes que constituyen la fraccion proteica en las semillas de quinua (44-
77%) (Chito et al., 2017).

Se identificaron los tres tipos principales de proteinas de reserva, primero por su
solubilidad y luego por comparar las secuencias de ADN de los genes que las
codifican (Courtis, 2013). Acorde a su solubilidad, las proteinas de reserva o
almacenamiento, segun el método Osborne, se clasificaron en cuatro clases de
acuerdo a la solubilidad que mostraban en los siguientes disolventes: agua,
cloruro de sodio, etanol o élcalis (Osborne, 1924). La albumina (agua), las
globulinas (NaCl 0.1 M), las prolaminas (etanol 40-70%) y las glutelinas (residuos
de proteinas), esta Ultima solo se puede extraer con disolventes como 2-

mercaptoetanol o DTT (ditiotreitol), ya que tienen la capacidad de romper los
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puentes disulfuro intramoleculares. Todo ello se consigue mediante sucesivas
extracciones con estos solventes. (Hernandez et al., 2015).

e Las albiminas son solubles en agua y en un tampdn diluido en un pH de 8.

e Las globulinas no se disuelven en agua, pero si en soluciones salinas.

e Las prolaminas son solubles en etanol.

e Las glutelinas son solubles en &cidos y alcalis diluidos.

2.3.2.2. Proteinas de reserva de la quinua

La fracciéon proteica de las semillas de quinua se compone principalmente de
albdminas y globulinas (44-77%), con la quenopodina como la principal globulina.
La quinua se clasifica como grano libre de gluten y es un alimento importante para
las personas con intolerancia al gluten debido a su bajo porcentaje de prolaminas
(menos del 7%). Varios autores encontraron niveles moderados de glutamina y
acido glutamico (27 y 23%, respectivamente), y niveles minimos de prolina (0 y
3%). Asimismo, debido a su baja alergenicidad, la quinua también se promociona
como un sustituto del arroz para la alimentacion de los nifios. Demostrando que
los pacientes celiacos pueden tolerar un consumo de 50 g de quinua por dia (Chito
etal., 2017).

2.3.3. Globulinas

Las globulinas forman un grupo de proteinas de almacenamiento que constituyen
la mayor proporcion en la familia de las leguminosas. Casi todas las plantas
producen globulinas de almacenamiento o reserva en cantidades variables. Son
proteinas que no se disuelven en agua, pero si en soluciones salinas; se
encuentran en todos los animales y vegetales. Se encuentran en los embriones
de la gran parte de semillas y contribuyen en acrecentar la calidad nutricional de
los granos como las propiedades funcionales de estos.

Las globulinas 7S, también conocidas como vicilinas, y las globulinas 11S,
también conocidas como leguminas, son las categorias en las que se clasifican
segun su coeficiente de sedimentacion. Debido a que la gran parte de ellos tienen
una alta cantidad de nitrégeno, implican grandes cantidades de acido glutamico,
acido aspartico, leucina, aminoacidos esenciales y amidas, lo que se ajusta
perfectamente a su funcién (Cordero & Jarma, 2011; Heldt & Heldt, 2005).
2.3.3.1. Globulinas 7S o vicilina

Son estructuras triméricas con subunidades de alrededor de 50 kDa y una
secuencia de aminoacidos similar a la de las leguminas. Sin embargo, su forma

principal es como un trimero, con los mondémeros compuestos solo por una cadena
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peptidica. En ausencia de cisteina, los monémeros de vicilina no pueden formar
puentes de disulfuro. Las vicilinas, a diferencia de las leguminas, estan con
frecuencia glicosiladas y contienen restos de carbohidratos como manosa,
glucosa y N-acetilglucosamina. Las convicilinas, cuya masa molecular es de
aproximadamente 70 kDa, son proteinas analogas a las vicilinas (Cordero &
Jarma, 2011). Los trimeros contienen dos subunidades, unas de 70-80 kDa de
peso molecular y otras de 50 kDa. Es evidente la similitud de secuencia entre los
dos. Las mas grandes tienen un inserto en el extremo N-terminal que tiene
caracteristicas claramente hidrofilicas (Quiroga, 2008).

En comparacion con las leguminosas 11S, se encuentran en menor cantidad, se
localizan en el embrién y en la capa de aleurona de cereales. La faseolina fue la
primera proteina de reserva del tipo 7S con una estructura tridimensional descrita,
y luego se descubrié la canavanina. En el momento actual, las subunidades del

7S mas estudiadas son las de la soja y el frijol (Cordero & Jarma, 2011).

Figura 5. Estructura del trimero de la globulina 7S.

Los colores rosa, verde y azul representan los monémeros. El color amarillo indica las posiciones glicosiladas.
(a) y (b) son vistas de la molécula giradas 90° entre si (Adachi et al., 2003).

Las subunidades de globulinas 7S constan de dos mddulos estructurales
idénticos. Ambos tienen un dominio de barril B seguido de un dominio de hélice a.
La conformacién trimérica que obtienen estas proteinas estd mediada por la
interaccion de dominios a hélice. Estos dominios actian como ganzuas e
interactian con los dominios a-hélice de otra subunidad cercana. A causa de la
falta de cisteina, los monémeros de vicilina no pueden formar enlaces disulfuro
(Quiroga, 2008).
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2.3.3.2. Globulinas 11S o legiminas

Es la proteina de almacenamiento principal de las semillas de leguminosas.
Forman puentes disulfuro. Mucho mas comunes que las vicilinas, son proteinas
complejas compuestas por seis subunidades, cada una de las cuales consta de
dos polipéptidos unidos por un enlace disulfuro. El peso molecular de este
hexdmero es de 300 a 400 kDa. La cadena a larga suele tener un peso molecular
alrededor de 35-40 kDa y la cadena 3 corta un peso molecular de 20 kDa. Los
hexameros pueden consistir en diferentes mondmeros (a y ). Determinadas
globulinas 11S tienen metionina, mientras que otras no (Heldt & Heldt, 2005).
Por lo general, son oligdmeros hexaméricos con un punto isoeléctrico acido y otro
alcalino; estos dos polipéptidos estan unidos por enlaces no covalentes, tienen
puentes disulfuro y no tienen aminoacidos azufrados y no estan glicosiladas
salvo los de Lupinos (Cordero & Jarma, 2011).

2.3.3.3. Sintesis, transporte y ensamblado de globulinas 7S

En las semillas, la formacién y almacenamiento de proteinas de reserva esta
controlada temporal y espacialmente, sucede Unicamente en tejidos particulares y
en un momento determinado del acrecentamiento de las semillas. Las globulinas
de almacenamiento se producen como un precursor (pre-proteina) en ribosomas
que estan conectados al reticulo endoplasmico rugoso, que tienen un péptido
sefal en el extremo N-terminal (Quiroga, 2008).

El péptido sefial permite la translocacion transmembrana desde el citosol a la luz
del RE. Las pro globulinas resultantes se pliegan hasta cierto punto y se combinan
para formar trimeros en la luz del reticulo endoplasmico. En este lugar también se
forman enlaces disulfuro (Quiroga, 2008).

Después de que se conforman el trimero de vicilinas y legiminas, estas se
trasladan desde el RE al complejo de Golgi a través de vesiculas envueltas de
proteinas llamadas COP II. Estas vesiculas se unen a una parte del complejo de
Golgi llamado cis-Golgi y dejan alli su carga. Luego, esta carga es trasladada al
trasn-Golgi por medio de un mecanismo de cisternas. En este punto, las vicilinas
se glicosilan mediante el enlace de un glicésido abundante en manosa;
entretanto la mayoria de las leguminosas, salvo la que pertenece al lupino,
permanecen sin glicosilar. Después de que las proteinas de reserva de semillas
sean trasladadas a las vacuolas de almacenamiento de proteinas (VAPS), la gran

parte de ellas pasan por un cierto tipo de tratamiento enzimatico (Quiroga, 2008).
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2.3.4. Electroforesis

La electroforesis separa proteinas en funcién de su migracion bajo la influencia de
un campo eléctrico; estas particulas se mueven hacia el catodo o &anodo
dependiendo de su estructura tridimensional, carga y peso molecular. Destacando
gque los métodos electroforéticos a escala analitica son altamente sensibles, tienen
poder de resoluciéon y son versatiles y Utiles para separar combinaciones
complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas. Estas técnicas
también proporcionan informacion sobre las propiedades acido-base de las
proteinas en un extracto crudo, necesaria para realizar una separacion
cromatogréafica basada en diferencias de carga. De manera similar, se puede
emplear para determinar parametros como el peso molecular, el punto isoeléctrico
y el nimero de cadenas polipeptidicas en una proteina (Horton et al., 2008).
2.3.4.1. Determinacién de la pureza y del peso molecular de las proteinas

por electroforesis (SDS-PAGE)

La técnica de electroforesis se emplea para separar diferentes tipos de moléculas
cargadas, como aminoacidos, polipéptidos, proteinas y ADN. Después de aplicar
una corriente eléctrica a las moléculas disueltas en una solucion tampoén, aquellas
con una carga neta negativa a un pH elegido migran al anodo, mientras que las
moléculas con una carga neta positiva se mueven al catodo. Para reducir la
difusion y la conveccién se suelen utilizar soportes porosos como papel, acetato
de celulosa o geles poliméricos. La electroforesis se puede utilizar para fraccionar
proteinas preparadas a pH fisiologico, de forma similar a la cromatografia. Varios
tipos de proteinas solubles se mueven a diferentes velocidades en el campo
eléctrico, dependiendo de la relacion carga-masa de cada molécula. El detergente
desnaturalizante dodecilsulfato de sodio (SDS) se usa cominmente en sistemas
de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) para separar y determinar
subunidades de proteinas segun su peso molecular (Baynes & Dominiczak, 2011).
Un reactivo de tiol como el B-mercaptoetanol y el SDS se utilizan cominmente en
la preparacién de proteinas para reducir los enlaces disulfuro. Cada molécula de
proteina tiene la misma relacion masa-carga porgue el enlace de SDS se ajusta a
la longitud de la secuencia peptidica y la movilidad relativa de las proteinas es
proporcional al peso molecular de la secuencia polipeptidica. La alteracion del
estado de reticulacion del gel de poliacrilamida provee selectividad para proteinas
de diversos pesos moleculares. La homogeneidad de las preparaciones de

proteinas purificadas se puede analizar inmediatamente utilizando SDS-PAGE,
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tiiéndolas con tintes sensibles y especificos como el azul de coomassie o el
método de tincion con plata (Baynes & Dominiczak, 2011).

La electroforesis es un método que separa biomoléculas cargadas en funcion de
su velocidad de migracion en un campo eléctrico aplicado. SDS-PAGE implica la
polimerizacién y reticulaciéon de acrilamida para crear una matriz porosa. El SDS
desnaturaliza las proteinas y se une a ellas en una proporcién de una molécula de
SDS por cada dos enlaces peptidicos. Cuando se combina con agentes
reductores como 2-mercaptoetanol o ditiotreitol para romper los enlaces disulfuro,
SDS-PAGE separa los componentes polipeptidicos de proteinas multiméricas
(Baynes & Dominiczak, 2011).

El indice de migracion se calcula en funcion de la resistencia fisica que encuentra
cada péptido al atravesar la matriz de acrilamida. Esto se debe a la proporcion
casi igual de carga y masa en cada complejo polipeptidico SDS. Cuando los
complejos mas grandes encuentran una mayor resistencia, los polipéptidos se
separan en funcién de su peso molecular relativo (0 masa molecular). Los
polipéptidos individuales retenidos en un gel de acrilamida se pueden plasmar

coloreandolos con azul de coomassie (Murray et al., 2010).
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Figura 6. Electroforesis de proteinas.
a. Electroforesis de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). b. Empleo de SDS-
PAGE para analizar la purificacién continua de una proteina recombinante, tefiido con coomassie. Fuente:
(Murray et al., 2010; Baynes & Dominiczak, 2011).
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. MATERIALES Y METODOS
3.1. Lugar de ejecucion
Laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad
Nacional de San Cristobal de Huamanga.
3.1.1. Ubicacién politica
Regidn : Ayacucho
Provincia :Huamanga
Distrito : Ayacucho
Lugar : Laboratorio de Bioquimica de la Facultad de Ciencias Bioldgicas
3.2.  Poblacién y muestra
3.2.1. Poblacion
Semillas de cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd.
3.2.2. Muestra
500 g de semillas de cuatro accesiones de quinua (blanca, amarilla, roja y negra).
3.3. Sistema de muestreo
Por conveniencia.
3.4. Metodologiay recoleccion de datos
3.4.1. Procedimiento paralarecoleccion de datos
3.4.1.1. Procesamiento de muestras (limpieza)
Los granos de quinua recolectados en campo fueron procesados en el laboratorio
para liberarlos de impurezas, la calidad de grano apropiado se logra con la ayuda
de un tamiz para remover las particulas pequefias y el polvo adherido, luego los
granos se dejaron caer desde una altura de 1 m para terminar de liberar a los
granos de las impurezas.
Seguidamente, se procedié a almacenar los granos seleccionados en envases
codificados. Posteriormente, se pes6 100 g de quinua, se seco en la estufa modelo

Labor Muszeripari Muvek a 40 °C x 24 h y luego se molieron.

35



3.4.1.2. Extraccion de lipidos

e Se pesb 0,2 g de muestra de quinua molida.

e Se deslipidiz6 con n-hexano proporcion 1/10 (P/V) durante 24 h.
Posteriormente, se llevo al vértex por 20 min con intervalos de 5 min.

e Luego sé centrifugo a 17 000 G por 15 min.

e Se extrajo el sobrenadante a tubos nuevos.

3.4.1.3. Extraccion de la fraccion proteica

e Fraccionamiento secuencial de proteinas de almacenamiento de
semillas de quinua

Se realiz6 por diferencia de solubilidad de proteinas segun el método Osborne

(1924), con algunas modificaciones. La harina desgrasada se utilizé para extraer

diferentes fracciones proteicas. La primera extraccion se inicio resuspendiendo los

tubos deslipidizados del procedimiento anterior con 2 mL de: CaCl, 10 mM, MgCl.

10 mM a pH 8,0; posteriormente se llevd a voértex por 10 min a temperatura

ambiente, luego al agitador por 1 hora a 130 RPM a 4 °C (para lograr esta

temperatura se colocd los tubos eppendorf en un recipiente lleno de hielo), pasado

ese tiempo se llevé a la centrifuga refrigerada a 17 000 G durante 1 hora a 4 °C,

recuperando en el sobrenadante la fraccion de albuminas.

Posteriormente, se realiz6 una segunda extraccién con el residuo (precipitado)

obtenido del procedimiento anterior. Fue resuspendido con 2 mL de solvente

compuesto por: (NaCl 0,1 M; K, HPO, 10 mM) a pH 7,5; se llevo a voértex por 10

min a temperatura ambiente, luego al agitador por 1 hora a 130 RPM a 4 °C (para

lograr esta temperatura se colocé los tubos eppendord en un recipiente lleno de

hielo), pasado ese tiempo se llevé a la centrifuga refrigerada a 17 000 G durante

1 hora a 4 °C, recuperando en el sobrenadante la fracciéon de globulinas 7S. Se

separ6 en otro tubo eppendorf el sobrenadante, y se almacené a 4 °C hasta su

uso.

3.4.1.4. Obtencidn de pellet

Los sobrenadantes de las fracciones proteicas se lavaron con acetona en una

proporcion 1:3, en tubos eppendorf se afiadieron 0,5 mL del sobrenadante

(globulinas 7S) mas 1,5 mL de acetona, posteriormente se llevo a centrifugar a 4

°C por 15 min a 17 000 G, pasado el tiempo se observo la formacién del pellet. Se

desecho el sobrenadante, y se almacend el pellet a 4 °C hasta su uso.
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3.4.1.5. Electroforesis de proteinas: PAGE-SDS

Se separaron por geles de poliacrilamida al 10% utilizando dodecil sulfato de sodio
(SDS — PAGE) de acuerdo al método de Laemmli (1970) y el método estandar
obtenido de normas técnicas del INS “Manual de procedimientos de electroforesis
para proteinas y ADN” (Yabar, 2003). La electroforesis de proteinas corresponde
al sistema discontinuo desnaturalizante. Es discontinuo, ya que consta de dos
geles de poliacrilamida, una de resolucion o separador y la otra de empacamiento,
las cuales muestran diversa composicion, proporcion y pH. Los dos geles estan
conectados, pero delimitados por una etapa de separacion que se ve clara al
trasluz. Se dispusieron por separado para lograr la total polimerizacion del primero
antes de seguir con la polimerizacion del segundo, esto a causa de que en estado
liquido los dos geles se mezclan facilmente. El gel de empacamiento regularmente
se encuentra en la parte alta del sistema, en donde se forman los pocillos y se
colocan las muestras. El cuerpo del gel, formado por el gel de resolucién o
separador, es donde las proteinas migraron y se separaron (Anexo 5).

Los pellets obtenidos de las muestras se disolvieron en el tampdn de carga 4 X,
en una proporcion 3:1 en tubos eppendorf. La tapa de los tubos eppendorf se fijé
con lamina extensible de parafina y la muestra se sometié a una temperatura de
91 °C durante 5 min (para su desnaturalizacién). Para lograrlo, se puso los tubos
eppendorf en el interior de un recipiente o vaso de precipitacion con agua hirviendo
(Anexo 7).

Los pocillos de gel se llenaron con 20 uL de globulinas 7S desnaturalizadas vy el
marcador de peso molecular “Broad Range Protein Molecular Weinght Markers ™”
de Promega, que tiene un rango de 10 a 225 kDa, especifico para proteinas.

En presencia de un tampén de electroforesis (pH 8,3), la electroforesis se realizé
durante siete horas a una corriente constante de 200 V. Pasado el tiempo, el gel
se tifid con solucion de trabajo de azul brillante de comassie R-250 por 1 hora en
agitacion, para posteriormente ser sometidos a decoloracion con la solucion de
decoloracion lenta (a4cido acético mas metanol). Culminada la remocién del azul
de comassie, se descartd el decolorante empleado y se lavo el gel con agua
bidestilada.

La lectura de resultados se realiz6 utilizando un equipo de iluminacién. Las
proteinas se pueden ver como bandas azules de distintos pesos moleculares. El
peso molecular de una proteina se mide en kilodaltons, lo que es equiparable a

1000 Daltons y fue determinado contrastando la banda del patron de proteinas
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estandar de peso conocido denominado marcador de peso molecular. La
movilidad electroforética (Rf) de una proteina de peso molecular desconocido se
compar6 con la de una proteina de referencia de peso molecular conocido para
calcular el PM (Yéabar, 2003).

3.5. Andlisis estadistico

A partir de los resultados obtenidos se calcularon los principales estadisticos
descriptivos, los que se presentan en figuras y tablas. Se realiz6 un ANOVA de
los residuales, la prueba de normalidad por el método de Anderson-Darling, la
prueba de homogeneidad de variables por el método de Bartlett y la prueba de

comparacion de medias por Tukey al 95% de confianza (a=0,05).
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V. RESULTADOS
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Promedio de las globulinas 7S obtenidas de las accesiones procedentes de las tres zonas en estudio:
Blanca 18,33 mg%, amarilla 25,33 mg%, roja 21,67 mg% Yy negra 14,67 mg%.

Figura 7. Peso en mg% de la fraccién proteica (globulina 7S) (media + SD) en
relacion a las accesiones (blanca, amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa
Willd de los distritos de (Acos Vinchos, Acocro y Chiara).
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Tabla 7. Peso molecular (PM) de globulinas 7S de la accesion blanca de
Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara,

Ayacucho.
Bandas A B C KDa
1 24,40
2 23,89
3 23,40
4 22,91
5 21,96
6 21,05
7 20,61
8 15,67
9 15,34
10 8,32
11 0 8,15
12 0 0 7,98

Pesos moleculares de la accesion blanca de A: Acos vinchos, B: Acocro y C: Chiara. (1): presencia de banda,
(0): ausencia de bandas.
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Figura 8. Perfil electroforético de globulinas 7S de la accesion blanca de

Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.
Acos vinchos (1), Acocro (2), Chiara (3) y Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (M).
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Tabla 8. Peso molecular (PM) de globulinas 7S de la accesion amarilla de
Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara,
Ayacucho.

20,61

0 16,34

0 16,00

8,50

10 0 8,15

Pesos moleculares de la accesién amarilla de A: Acos vinchos, B: Acocro y C: Chiara. (1): presencia de banda,
(0): ausencia de bandas.
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Figura 9. Perfil electroforético de globulinas 7S de la accesion amarilla de

Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.
Acos vinchos (1), Acocro (2), Chiara (3) y Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (M).
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Tabla 9. Peso molecular (PM) de globulinas 7S de la accesion roja de
Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara,
Ayacucho.

Bandas A B C KDa

8,67
0 0 8,32

Pesos moleculares de la accesion roja de A: Acos vinchos, B: Acocro y C: Chiara. (1): presencia de banda, (0):
ausencia de bandas.
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Figura 10. Perfil electroforético de globulinas 7S de la accesion roja de

Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.
Acos vinchos (1), Acocro (2), Chiara (3) y Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (M).
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Tabla 10. Peso molecular (PM) de globulinas 7S de la accesion negra de
Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara,
Ayacucho.

Pesos moleculares de la accesion negra de A: Acos vinchos, B: Acocro y C: Chiara. (1): presencia de banda, (0):
ausencia de bandas.
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Figura 11. Perfil electroforético de globulinas 7S de la accesi6on negra de

Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.
Acos vinchos (1), Acocro (2), Chiara (3) y Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (M).
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Tabla 11. Comparacion del peso molecular de globulinas 7S de las cuatro accesiones (blanca, amarilla, roja y negra) de Chenopodium
qguinoa Willd, de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara, Ayacucho.
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Figura 12. Perfile electroforético de globulinas 7S de las accesiones (blanca,
amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos

Vinchos, Acocro y Chiara.

Acos vinchos (1), Acocro (2), Chiara (3) y Marcador Broad Range Protein Molecular Weight Markers (M). A.
Accesion blanca, B. Accesion amarilla, C. Accesion roja 'y D. Accesion negra.
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V. DISCUSION

5.1. Obtenci6n de la fraccion proteica (Globulina 7S)

La figura 7 muestra un grafico de barras de los pesos promedio de la fraccion
proteica “Globulinas 7S” (mg%) junto con sus desviaciones estandar, obtenidos
de diferentes accesiones (blanca, amarilla, roja y negra) de Chenopodium quinoa
Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro, y Chiara. Los pesos promedios
obtenidos fueron: blanca (19,00 £ 7,07; 13,50 + 3,54 y 22,50 * 7,78), amarilla
(19,00 + 4,24; 29,00 + 1,41 y 28,00 + 8,49), roja (20,50 + 12,02; 22,50 + 10,61 y
22,00 £ 8,49), negra (13,50 + 3,54; 16,00 £ 7,07 y 14,50 + 4,95) de los distritos
Acos Vinchos, Acocro y Chiara respectivamente (Anexo 9). En las tres zonas de
estudio, se obtuvieron globulinas 7S con un promedio de: blanca (18,33 mg%),
amarilla (25,33 mg%), roja (21,67 mg%) y negra (14,67 mg%). Entre estas, la
accesion amarilla tuvo el mayor peso, seguida por la accesién roja. Sin embargo,
al contrastar con la prueba paramétrica de Tukey se observé que los pesos
obtenidos de las accesiones no mostraron diferencia significativa (p>0,05) entre
ellas.

En contraste con otros cultivos andinos, Janssen (2017) reporta que las globulinas
reprentan (22-42%), siendo esta una de las principales fracciones proteicas de la
semilla de Amaranthus sp “amaranto”. Asimismo, Garcia (2019) reporté un 13 a
56% de globulinas 7S en amaranto. Por otro lado, las globulinas 7S representan
el 70% de la proteina de almacenamiento en la “soja” Glycine max (L6pez et al.,
2017). Segun Calderén (2006), constituyen el 35% de la proteina total de soja y
tienen un buen equilibrio de arginina en su estructura. Al respecto, las proteinas
gue se encuentran en la quinua son principalmente globulinas y albuminas (Leon,
2016). Esto se corrobora con lo mencionado en la investigacién de Rosas (2015),
que destaca que la quinua es un alimento nutricionalmente completo con una

proporcién adecuada de proteinas, incluyendo a la globulina (37%).
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Probablemente, esto se deba a la igualdad de composicion quimica, lo cual se
confirma en lo mencionado por Pita y Pérez (1998). Indican que la composicién
guimica de las semillas de la misma especie y variedad tiende a ser uniforme, lo
que sugiere que existe poca variacion entre ellas. Ademads, indican que el
contenido de proteina varia segun la regién y la fecha de siembra. En este estudio,
las accesiones utilizadas provienen de areas ecol6gicamente similares en cuanto
a condiciones climaticas (precipitacion, temperatura, entre otros) y otros factores
como tipo de suelo y uso de fertilizantes. Estos factores influyen en la acumulacién
de almidén en las semillas, que determina la cantidad de proteina presente
(Brinegar et al., 1996).

De otro lado, el tiempo de exposicion de la harina de quinua en el proceso de
deslipidacion con el solvente n-hexano fue de 24 horas para extraer el contenido
de lipidos a fin de incrementar la solubilidad de las proteinas. De igual forma,
Moscoso et al. (2017) utilizaron n-hexano por 24 horas en una proporcion de 1:10
(p/v) por ser de facil evaporacién. Por el contrario, Silva (2007) desgrasé con n-
hexano durante 4 horas en una relacion harina/hexano de 1:10 (p/v). Por otra
parte, Peralta (2004) deslipidizé dos veces. La primera fue la deslipidacién parcial
de la primera fraccion obtenida de la molienda con hexano en una proporcion 1:3
(p/v). La harina obtenida se deslipidizé nuevamente con hexano en una proporcion
1:3 (p/v) por 12 horas. Por ende, es probable que la exposicion a mas horas haya
tenido influencia en los resultados obtenidos, debido a que se disminuy6 mejor el
contenido de lipidos para favorecer la solubilidad de las proteinas e incrementar
asi el contenido de proteinas solubles.

Asi mismo, en el fraccionamiento de proteinas basado en la solubilidad de
Osborne (1924) que permite separar las fracciones y caracterizarlas. En el
presente estudio se considerd el método, solvente y tiempo de extraccion ideales
para obtener fracciones con mayor contenido, lo que resulta en un mayor
rendimiento. Se realizé una extraccion secuencial, obteniéndose primero la
fraccion de albuminas con CaCl, 10mM y MgCl; 10mM, ajustado a un pH de 8,0.
En la segunda extraccion para la obtencion de globulinas 7S, objetivo del presente
estudio, se utilizé NaCl 0,1mM y K:HPO4 10mM a un pH de 7,5. Condicionaron la
caracterizacion y estructura de las fracciones de cada proteina de reserva: la
estandarizacion de temperatura (4 °C), tiempo y pH. La caracterizacion de la
proteina depende principalmente del pH y la temperatura; cambiar estas

condiciones también puede alterar la estructura de la proteina. Esta pérdida de
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conformacién estructural natural se denomina desnaturalizacion (Baynes &
Dominiczak, 2011). Se han realizado estudios de fraccionamiento de proteinas
basados en la solubilidad de Osborne usando una variedad de solventes, diversos
tiempos de extraccién y métodos (Barba de la Rosa et al., 1992).

Por el contrario, Lopez et al. (2017) realizaron un analisis comparativo de la
extraccién secuencial (1:60, harina: solvente) y la extraccién directa (1:10, harina:
solvente) de proteinas de “nueces” Carya illinoinensis. Las globulinas 7S se
extrajeron usando una solucion de NaCl 0,1 M, kaHPO4 0,001 M, EDTA 0,01 My
el pH de la solucién se ajusté a 7,5. Asi mismo, en el estudio de Delgado & Pinto
(2015), para el estudio de las proteinas de reserva de “chia” Salvia hispanica L,
“linaza” Linum usitatissimum y “quinua” Chenopodium quinoa, realizaron el
fraccionamiento mediante un método de Osborne modificado, utilizaron diferentes
reactivos como EDTA, CaCl, y MgCl; para obtener un patrén de electroforesis mas
limpio y mas facil de analizar. Sin embargo, en el presente estudio no se utilizo el
reactivo EDTA, que, segln Peralta (2004), mejora la eficiencia de la extraccion de
proteinas y previene la contaminacion cruzada. Esto probablemente influy6 en los
resultados obtenidos.

5.2.  Determinacion del peso molecular de las globulinas 7S

En la tabla 7 se muestra el peso molecular de globulinas 7S de la accesion blanca
de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara. Se obtuvo un total de 12 bandas
con un perfil electroforético con pesos moleculares que oscilaron entre 7,98 hasta
24,40 kDa. Se observaron bandas de menor intensidad entre 7,98 y 15,34 kDa,
mientras que bandas de mayor intensidad se observaron entre 20,61 y 24,40 kDa.
Se registraron bandas similares de 21,96 kDa en los tres distritos; 23,40 kDa en
(Acos Vinchos y Acocro) y bandas de 23,89 kDa en (Acocro y Chiara) (Figura 8).
De manera similar, Espitia et al. (2016) encontraron globulinas 7S en la semilla de
“parota” Enterolobium cyclocarpum que mostraron un patron muy similar al de la
presente investigacion, con siete bandas con concentraciones mas altas (10 kDa
y 90 kDa) y concentraciones mas bajas con un peso molecular de (13 kDa y 180
kDa), con la diferencia de que el presente trabajo no se encontraron proteinas con
pesos moleculares mayores a 130 kDa, pero si proteinas con una masa entre 8
kDay 25 kDa correspondientes a la globulina 7S, segun Abugoch et al. (2008).
En la tabla 8 se reporta el peso molecular de las globulinas 7S de la accesion
amarilla de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara. El perfil electroforético

de las globulinas 7S obtenido de las semillas mostré bandas que oscilaron entre
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8,15y 24,92 kDa, observandose bandas de menor intensidad entre 8,15y 16,34
kDa, y bandas altamente expresadas entre 20,61 y 24,92 kDa. Se encontraron
bandas similares de 24,40 kDa en los distritos de (Acos Vinchos y Acocro); 22,43
kDa y 21,50 kDa en (Acocro y Chiara), resultando un total de 10 bandas (Figura
9). En contraste con el estudio de Elsohaimy et al. (2015) que también investigaron
la quinua Chenopodium quinoa Willd, encontraron globulinas 7S con PM de 55
kDay 31-33 kDa, las cuales fueron superiores a los obtenidos en este estudio.
En la tabla 9 se muestra el PM de las globulinas 7S de la accesion roja de quinua
de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara. Se obtuvo un total de 12 bandas,
mostrando el perfil electroforético de la fraccién proteica, bandas que oscilaron
entre 8,32 y 25,46 kDa. Se observaron bandas de menor intensidad entre 8,32 y
16,69 kDa, mientras que bandas de mayor intensidad se observaron entre 21,96
y 24,92 kDa. Se encontraron bandas similares en los distritos de Acocro y Chiara,
incluidas 25,46 kDa, 23,40 kDa, 22,43 kDa y 9,05 kDa. En los tres lugares (Acos
Vinchos, Acocro y Chiara) estuvieron presentes bandas de 24,92 y 8,67 kDa, y en
Acos Vinchos y Acocro se observé una banda de 16,34 kDa (Figura 10). Ortiz et
al. (2006) también reportaron resultados similares con respecto a los pesos
moleculares, el andlisis electroforético de las globulinas mostré patrones con un
total de 49 bandas débiles y pesos moleculares que oscilaron entre 79y 13,8 kDa,
que variaron entre plantas, tipos de “cacao” Theobroma cacao y parcelas, excepto
el rango de peso molecular de 79 KDa que no fue reportada en la investigacion.
Enlatabla 10 se visualiza el peso molecular de globulinas 7S de la accesién negra
de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara. Se obtuvieron cinco bandas y
el perfil electroforético de las globulinas 7S mostré bandas que oscilaron entre
8,68 y 23,40 kDa. Se observaron bandas de menor intensidad entre 8,68 y 16,69
kDa, mientras que bandas de mayor intensidad se observaron entre 22,43y 23,40
kDa. Se encontraron bandas similares a 23,40 kDa en los distritos de (Acocro y
Chiara); 9,05 kDa (Acos Vinchos y Chiara) y de 22,43 kDa; 16,69 kDa; 8,68 kDa
en los tres distritos (Acos Vinchos, Acocro y Chiara) (Figura 11). Los resultados
reportados por Slanac et al. (2014) difieren en el nUmero de bandas y pesos
moleculares encontrados en la “paja amarilla” Sorghastrum setosum, reportaron
bandas entre 14 y 87 kDa y pesos moleculares elevados (> 97), con excepcion de
la banda de 14 kDa que también fue reportada en la investigacion. El perfil proteico
mostrd bandas fuertes en 46, 42 y 14 kDa, bandas de menor intensidad en 64, 58

y 51 kDa y un grupo de alto peso molecular en la zona de 87 kDa.
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5.3.  Comparacién del peso molecular de globulinas 7S

La tabla 11 muestra el peso molecular de las globulinas 7S de las accesiones
blanca, amarilla, roja y negra de quinua de los distritos de Acos Vinchos, Acocro
y Chiara. Con un total de 22 bandas, que van desde 7,98 kDa hasta 25,46 kDa,
este patron electroforético se observé en todas las accesiones en estudio. En
términos de presencia y ausencia de bandas, si bien se encontraron similitudes
en esta fraccién entre las diferentes accesiones analizadas, se puede afirmar que
no hay subunidades presentes en todas ellas. Estas subunidades exclusivas
fueron (21,05; 15,34; y 7,98 KDa) en la accesion blanca del distrito de Acos
Vinchos; 16,00 KDa en la accesion amarilla de Acos Vinchos y de 8,50 KDa en la
accesion amarilla de Chiara (Figura 12). Esto demuestra que los patrones
electroforéticos de proteinas solubles de las accesiones blanca, amarilla, roja y
negra de semillas de Chenopodium quinoa Willd de las tres zonas de estudio son
muy similares cuando se separan mediante SDS-PAGE. Estos resultados son
inferiores a los reportados para “quinua” Chenopodium quinoa Willd por Tapia et
al. (2016), quienes registraron bandas con pesos moleculares de 55, 45y 25 kDa,
excepto la dltima banda que es similar a los valores obtenidos. Por otra parte,
Ramos (2009), quien, en su estudio en lupinos, presentd bandas de globulinas
totales de 25,31,58 y 60 kDa, pesos moleculares superiores a los reportados, con
excepcion de la banda de 25 kDa que también fue reportada en la investigacion.

Similares resultados han sido encontrados en los estudios realizados en otros
cultivos andinos, en la investigacion de Moscoso et al. (2017) en el grano de
Amaranthus caudatus “kiwicha”. Las globulinas 7S mostraron bandas entre 22 y
38 kDa. lgualmente, en la investigacibn de Raya et al. (2012) en el patrén
electroforético de las proteinas de Prunus salicifolia “capulin”, se registraron pesos
moleculares de las globulinas 7S entre 65 y 14 kDa. Asi mismo, Moreno et al.
(2017), para el cereal de Oryza sativa “arroz”, obtuvo un perfil electroforético de
globulinas 7S, constituido por 14 bandas con un intervalo de peso molecular
aproximado entre 97,6 y 14,5 kDa. Con excepcion de las bandas superiores al
rango de 96, 6 KDa, 65 KDa y 38 KDa que no se llegaron a reportar en el presente
estudio. Ademas, Castillo (2012) reportd para “pifiol” Jatropha curcas, pesos
moleculares de 12 a 73 kDa. Es de resaltar que esta variedad estudiada mostré
similitudes con la investigacién, por la presencia de una banda con un peso

molecular aproximado a 17 kDa.
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Sin embargo, los hallazgos difieren de lo afirmado por Cordero & Jarma (2011),
guienes mencionan que las globulinas 7S son estructuras triméricas con
subunidades de alrededor de 50 kDa. Esto se confirma por Martinez et al. (2011),
guienes mencionan que las vicilinas son trimeros con subunidades de 45-55 kDa
y en la mayoria de los casos no estan unidas por puentes disulfuro. En contraste,
Vicente (2020) sefiala que las globulinas 7S tienen un peso molecular de 150 a
190 kDa. Sheoram et al. (2005) encontraron que las vicilinas tienen un peso
molecular mayor en Solanum lycopersicum “tomates” que, en leguminosas, y
también identificaron una vicilina de 45 kDa en la misma especie. Ademas,
Martinez et al. (2011) indicaron que las vicilinas son las mas abundantes de todas
las globulinas, lo que concuerda con los resultados.

De las evidencias anteriores se puede deducir que el peso molecular de las
globulinas 7S varia dependiendo de la especie, la metodologia utilizada y la
calidad de la semilla a evaluar. Esto se sustenta en lo afirmado por Gomez &
Minelli (1990), quienes mencionan que el deterioro de la semilla conduce a una
disminucion de los recursos alimenticios en el tejido embrionario, asi como a
cambios fisicos en la estructura proteica. Fukuda (2005) también menciona que,
durante las primeras etapas de la germinacion, las proteinas de almacenamiento
se degradan mediante protedlisis en polipéptidos o aminoacidos de menor peso
molecular, ya que son necesarios para la germinacion de las semillas y para
sustentar los dias iniciales del desarrollo de las plantulas. Esto significa que las
semillas recién cosechadas contienen una mayor cantidad de proteinas de
reserva. Esta designacion es confirmada por Gémez & Minelli (1990), quienes
afirman que el embrién en la semilla es una planta latente, por lo que se debe
evitar la exposicion de la semilla a factores que permitan el proceso de
germinacion.

Por otra parte, para el estudio del perfil electroforético de globulinas 7S, se utilizé
la electroforesis en gel discontinuo de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(PAGE-SDS), con un gel de empaguetamiento al 5% y gel separador al 10%. En
cambio, en la investigacion de Delgado & Pinto (2015), utilizaron diferente
concentracion de gel de empaquetamiento y gel separador (4%, 12%)
respectivamente. Igualmente, difieren de los de Toapanta (2016), quien utilizd
geles de poliacrilamida al 12%. Este método, que utiliza 2-mercaptoetanol y SDS

como medios disociantes y acomplejantes, logré una buena separacion de los
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componentes de las proteinas, lo que permitié6 su diferenciacion. Esto era de
esperar debido a la naturaleza de las globulinas.

Segun Maldonado y Jorrin (2001), los geles de poliacrilamida se comportan como
un tamiz molecular, lo que retrasa el movimiento de macromoléculas grandes y
permite que las moléculas mas pequefias se muevan libremente, lo que mejora la
separacion. El tamafio de los poros en los geles de poliacrilamida esta controlado
por la concentracion del gel. La movilidad electroforética de las proteinas se ve
afectada por la concentracion del gel. Los geles con porcentajes mas altos son
mas adecuados para separar polipéptidos mas pequefos. Por lo tanto, los geles
con un alto porcentaje de acrilamida (10-15%) son 6ptimos para separar proteinas
pequefias (menos de 50 KDa), mientras que los geles con porcentajes mas bajos
(<10%) se recomiendan para separar proteinas mas grandes. El perfil
electroforético de globulinas 7S exhibio patrones similares en nimero de bandas
y peso molecular debido a la notable mejora en la calidad de los patrones
electroforéticos, y la deslipidizaciéon de la harina integral fue esencial para los

estudios cualitativos de fracciones proteicas.
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VI. CONCLUSIONES

1. Las fracciones de globulinas 7S obtenidas de las accesiones procedentes de
las tres zonas en estudio fueron: blanca (18,33 mg%), amatrilla (25,33 mg%),
roja (21,67 mg%) y negra (14,67 mg%).

2. Los pesos moleculares de la fraccion proteica globulina 7S de Chenopodium
quinoa Willd de los distritos (Acos Vinchos, Acocro y Chiara) fueron: accesion
blanca con un intervalo de PM entre (7,98 a 24,40 KDa), amatrilla (8,15 a
24,92), roja (8,32 a 25,46), negra (8,68 a 23,40), con un perfil constituido por
12,10, 12 y 5 bandas respectivamente. En total se obtuvieron 22 bandas, con
intervalo de peso molecular entre 7,98 kDa hasta 25,46 kDa.

3. Se encontraron bandas de peso molecular semejantes en todas las
accesiones (24,92 kDa; 24,40 kDa; 23,40 kDa, 22,91 kDa; 22,43 kDa; 21,96
kDa; 20,61 kDa; 16,69 kDa; 16,34 kDa; 9,05 kDa, y 8,68 kDa), las primeras
cinco bandas presentaron pesos moleculares altos (25,46 KDa), mientras que
las bandas restantes tendieron a descender progresivamente (7,98 KDa).
Este patrén electroforético se observé en todas las accesiones en estudio (en

referencia a la presencia y ausencia de bandas).
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Continuar con la investigacion con la finalidad de optimizar los parametros,
tener en cuenta la temperatura, mayor tiempo en la extraccion de lipidos y pH
para obtener resultados 6ptimos en los métodos empleados. Se ha
confirmado que la inclusion de CaCl, y MgCl, durante el proceso de extraccion
de albdminas, asi como la adicion de EDTA durante la extraccion de
globulinas, mejora la efectividad de la extraccion de estas proteinas y
previene la contaminacion cruzada.

2. Es necesario utilizar semillas recién cosechadas para evitar la pérdida de
viabilidad de las mismas, pues a mayor tiempo de almacenamiento ocurre una
reduccion de los recursos alimenticios en el tejido embrionario, asi como la
desactivacion de los mecanismos enzimaticos que regulan la funcion
respiratoria. También se han identificado cambios nucleares por mutacién y
alteraciones fisicas en la estructura de las proteinas y otros componentes de
las células vivas.

3. Realizar estudios con otras accesiones y germinados de Chenopodium

guinoa Willd, asi como con otros granos andinos.
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Anexo 1. Constancia de identificacion de la especie de Chenopodium quinoa
Willd.

CONSTANCIA

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

Que la Bach en Ciencias Biolégicas, Srta. Carolina, FERNANDEZ
FERNANDEZ, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo

de tesis

Dicha muestra ha sido determinada segun el Sistema de Clasificacion de

Cronquist A 1988 siendo su taxonomia el siguiente:

DIVISION : MAGNOLIOPHYTA

CLASE : MAGNOLIOPSIDA

SUB CLASE : CARYOPHYLLIDAE

ORDEN ' CARYOPHYLLALES

FAMILIA : CHENOPODIACEAE
GENERO ; Chenopodium

ESPECIE : Chenopodium quinoa Willd.
NV : ‘quinua’

VARIEDADES Blanca, Roja, Negra y Amarilla

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud de la interesada

para los fines que estime conveniente

Ayacucho. 9 de Octubre del 2019

PSP

LAURA AUCASIME MEDINA
BIOLOGA
Reg. C.B.P. N°583 CR - XIII
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Anexo 2. Esquema de metodologia del trabajo de tesis: Caracterizacién de

globulinas 7S de cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd.

Colecta de semillas de
Chenopodium quinoa Willd.

Molienda

Harina de quinua

Desgrasado

Fraccionamiento de proteinas

[ \
Albiminas Glot;tginas Globulinas 11S Prolaminas Glutelinas

Caracterizacion

Electroforesis en
el gel de
poliacrilamida
desnaturalizante
SDS-PAGE.
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Anexo 3. Protocolo de fraccionamiento y extraccion de proteinas de Chenopodium quinoa Willd segun el método de Osborne.

{ EXTRACCION DE PROTEINAS DE Chenopodium quinoa SEGUN OSBORNE J

[ 1. PREPARACION DE LA HARINA ] — 3. OBTENCION DE FRACCIONES
[ 2. EXTRACCION DE LiPIDOS ] PROTEICAS (SEGUN LA
| o SOLUBILIDAD DE OSBORNE)
b 5 Molienda de 19|  Deslipidacion C:?ﬁf{,‘g%a? %
Secado de 100 g de quinua. conn-hexano nor15mina  Extraccion del - .
Limpieza de de quinua — en 1/10 (p/v). 4°C. sobrenadante Resuspension  Traglado  Agitar a 4 °C

impurezas Il EXTRACCION

MgCl, .
! Nm )
Centrifugado a Agitara 4 °C por 1h. :
17,000G°gor that Traslado a vortex Separacién
por 30s. Resuspension del sedimento del
con 2 mL de: NaCl 0,1 M y sobrenadante,
K, HPO, 10 mM, pH 7,5. el cual viene a
Separacion del serla

sobrenadante, el cual viene ALBUMINA.

a ser la GLOBULINATS.
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con 2 mL de: 5 yortex por1h.
—CaCl, 10mMy 55306, $

=

l.'\\)‘j/

Centrifugar a
17,000 G por
1ha4-°C.
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Anexo 4. Esquema para la preparacion de reactivos de trabajo para el gel de
corrida (Método Laemmli).

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS SDS-PAGE
(METODO DE LAEMMLI).

SOLUCIONES DE TRABAJO PARA
GEL DE CORRIDA:

SOLUCION A: Acrilamida 30%, Bis-acrilamida 0,8%.

SOLUCION B: Tris-HCI 1,5 M, pH 8, SDS 0.4%.

SOLUCION C: Tris-HCL 0,5 M, pH 6,8; SDS 0.4%.

Persulfato de amonio (APS): 10%.

PESAR:

Tampon de electroforesis (pH e Tris HCI 60 mM (PM=121,14): 7,2684 g
8,3). e Glicina 192 mM (PM= 75,07): 14,413 g
e SDS 0,1%: 19

PESAR:

Tampén de carga 4X (preparar || ® Tfis HCl 0,5M, pH 6,8 (PM=121,14):

10mL). 2,5mL
e Glicerol 25% (PM=92,04):2,5 mL

e SDS al 10%: 2,5 mL
e 2- Mercaptoetanol: 2,5 mL
e Azul de bromofenol 0,1%: 0,01 g/mL
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Anexo 5. Flujograma de preparacion de reactivos para electroforesis y geles de poliacrilamida SDS-PAGE.

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA SDS.
|

GEL DE
EMPAQUETAMIENTO ' GELDE GEL
(5%). , REACTIVOS EMPAQUETAMIENTO | SEPARADOR

(5%) (10%)

En un beaker mezclar los SOLUCION A (mL) 0,67 3,33

siguientes reactivos, segun el
orden descrito en la tabla. SOLUCION B (mL) - 2,50
GELES DE » SOLUCION C (mL) 1,00
POLIACRILAMIDA
SDS: AGUA DESTILADA 230 47
(mL)
APS (uL) 30 30
‘ TEMED (uL) 5 10
GEL SEPARADOR \ CALCULOS PARA 10 mL.
- (10%). —

En un beaker mezclar los
siguientes reactivos, segun el
orden descrito en la tabla.
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Anexo 6. Preparacion de reactivos para la coloracion y decoloracion de geles para electroforesis SDS-PAGE (Método Laemmli).

PREPARACION DE REACTIVOS PARA ELECTROFORESIS SDS-PAGE (METODO DE LAEMMLI)

SOLUCIONES
DE TRABAJO:

Solucion de trabajo de azul
brillante de coomassie R-
250.

Pesado de 0,25 g de

coomassie R-250. Se disolvio comasie R-250  Se filtrg la solucion ~ Finalmente, se
con90mLdemetanol:H20 3 través de un  conservd en un
bidestilada (viv 1:1) y 10 papel filtro. frasco ambar.
mL de &cido acético
glacial.

—

Solucion de decoloracion
lenta.

Se mezclé 10 mL de acido  Se llevd la soluciona100mL  Finalmente, se conservo
acético glacial con5mL de con 85 mL de H:0  enun frasco ambar.
metanol. bidestilada.
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Anexo 7. Flujograma de preparacion de los geles de poliacrilamida y preparacion de las muestras a cargar para la electroforesis.

Armado del sistema de
electroforesis

Ensamblaje de vidrios y
espaciadores.

[ Gel separador al 10%

Altura aprox. de 2 cm del borde
Gel de empaquetamiento al 5% ‘ superior de la placa mayor.
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Se mezcld la proteina con el buffer por 4 veces (4x)
en proporcion 3:1.

Posteriormente, se sometid a una T °C de ebullicion
por 5 minutos.

Finalmente, se centrifugd por 15 s a 12000 RPM.



Anexo 8. Flujograma de electroforesis de la fraccion proteica globulinas 7S de Chenopodium quinoa Willd.

o
{ PROTOCOLO SEGUIDO |

L ™ oy

A. Insercion de placas con B. Adicion de tampon de

a). Traspaso del gel a un recipiente
geles polimerizados. electroforesis (interior y exterior).

con solucion de tincion de coomassie..

N AR ,
-~ = >4

D. Conexion de electrodos a una C. Depésito de muestras con ¢). Se elimino la solucion de d). Posteriormente, se afiadio la

fuente de alimentacion y se aplica ayuda de una micro pipeta. tincion :g:gc;?:n decolorante y se incubd en

corriente eléctrica.

e). Finalmente, se elimind la solucion de
destefiido y se afiadié agua destilada o
acético al 10%. Estos geles se pueden
conservar durante periodos largos a 4 °C.

E. Duracion del proceso por 7 h F\ Finalmente, se retir6 los geles
aprox. de acrilamida con la ayuda de
una espatula.
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Anexo 9. Datos del peso de la fraccion proteica globulinas 7S (pellet) obtenidos

de Chenopodium quinoa Willd.

Peso de Globulinas 7S

Distrito Accesion (mg%)
19,00 + 7,07
Blanca
Amarilla 19,00 * 4,24
Acos Vinchos
Roja 20,50 + 12,02
Negra 13,50 + 3,54
13,50 + 3,54
Blanca
Amarilla 29,00 + 1,41
Acocro
Roja 22,50 + 10,61
Negra 16,00 + 7,07
Blanca 22,50+ 7,78
Amarilla 28,00 + 8,49
Chiara | 12005545
Roja
Negra 14,50 + 4,95

Se reporta el promedio y desviacion estandar para n = 2 réplicas.
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Anexo 10. Analisis de varianza de residuales, prueba de normalidad de Anderson-
Darling y prueba de homogeneidad de varianzas para peso de pellet de la fraccion
proteica globulinas 7S obtenidas de las accesiones (blanca, amarilla, roja y negra)

de Chenopodium quinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.

Gréfica de probabilidad de RESID

Normal
99
Media 1.156482E-18
Desv.Est. 0.005238
N 24
95 AD 0.601
ap - Valorp 0.105
804
o 70
T 60-
& 50-
(%]
G 401
& 30+
204
10
5_
1 T T T T T T
-0.010 -0.005 0.000 0.005 0.010 0.015
RESID
Prueba de normalidad
Método Estadistica de prueba Valor p
Anderson-Darling 0,601 0,105
Prueba de homogeneidad de varianzas
Método Estadistica de prueba Valor p
Bartlett 4,07 0,968
Analisis de Varianza
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Accesiones 11 0,000589 0,000054 1,02 0,485
Error 12 0,000631 0,000053
Total 23 0,00122
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Anexo 11. Comparacion de medias de pesos pellet por Tukey de la fraccién
globulinas 7S obtenidas de las accesiones (blanca, amarilla, roja y negra) de

Chenopodium gquinoa Willd de los distritos de Acos Vinchos, Acocro y Chiara.

Comparaciones en parejas de Tukey

Agrupar informacion utilizando el método de Tukey y una confianza de 95%

Accesiones N Media Agrupacion
Amarilla- Acocro 2 0,0290 A
Amarilla- Chiara 2 0,0280 A
Blanca- Chiara 2 0,0225 A
Roja- Acocro 2 0,0225 A
Roja- Chiara 2 0,0220 A
Roja- Acos Vinchos 2 0,0205 A
Blanca- Acos Vinchos 2 0,0190 A
Amarilla- Acos Vinchos 2 0,0190 A
Negra- Acocro 2 0,0160 A
Negra- Chiara 2 0,0145 A
Negra- Acos Vinchos 2 0,0135 A
Blanca- Acocro 2 0,0135 A
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Anexo 12. Extraccién de globulinas 7S de Chenopodium quinoa Willd por el

método de Osborne.
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Anexo 13. Pellet de globulinas 7S de Chenopodium quinoa Willd obtenido por el

método de Osborne.




Anexo 14. Electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato
sédico (SDS) de la fraccion globulinas 7S de Chenopodium quinoa Willd.
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Anexo 15. Corrida de geles de poliacrilamida (PAGE) con dodecilsulfato sédico

(SDS) de la fraccién globulinas 7S de Chenopodium quinoa Willd.

S

%

Corrida de geles a 200 V hasta que la linea de corrida llegue al extremo inferior del gel. Las bandas se visualizaron
coloreandolas con azul de coomassie y se decoloraron.
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Anexo 16. Lectura de las bandas correspondientes a las globulinas 7S mediante

un dispositivo de iluminacion.
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Anexo 17. Perfil electroforético de “Globulinas 7S” de Chenopodium quinoa Willd.

kDa

- 225
- 150
=100
- — 75

e — 50
= — 35
- 25

- - 15
- 10

1 2 3 4 56 M 7 8 9 10 1112

M: Marcador molecular Broad Range Protein Molecular Weight Markers, con un rango de
10 a 225 kDa. Carril 1. Blanca Acos Vinchos, carril 2. Blanca Acocro, carril 3. Blanca
Chiara, carril 4. Amarilla Acos Vinchos, carril 5. Amarilla Acocro, carril 6. Amarilla Chiara,
carril 7. Roja Acos Vinchos, carril 8. Roja Acocro, carril 9. Roja Chiara, carril 10. Negra
Acos Vinchos, carril 11. Negra Acocro y carril 12. Negra Chiara. (Replica 1).

12345 6 M 789101112

Carril 1. Blanca Acos Vinchos, carril 2. Blanca Acocro, carril 3. Blanca Chiara, carril 4.
Amarilla Acos Vinchos, carril 5. Amarilla Acocro, carril 6. Amarilla Chiara, carril 7. Roja
Acos Vinchos, carril 8. Roja Acocro, carril 9. Roja Chiara, carril 10. Negra Acos Vinchos,
carril 11. Negra Acocro y carril 12. Negra Chiara. (Replica 2).
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Anexo 18. Analisis SDS-PAGE de “Globulinas 7S” de Chenopodium quinoa Willd.

D

Perfil electroforético de la fraccion de globulinas 7S. Ay B: Replica 1, C y D: Replica 2.
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Anexo 19. Determinacion de peso molecular de la fraccion proteica “Globulinas

7S” de Chenopodium quinoa Willd.
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correspondientes a cada una de ellas. El resultado del gréafico es una recta patron.

Log(PM): Logaritmo de PM del marcador o estandar (Broad Range Protein Molecular Weight Markers™).

Rf: movilidad electroforética o relativa “Distancia de migracion”.
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Anexo 20. Matriz de consistencia.

Titulo: Contenido de globulinas de cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd, Ayacucho 2018.

AUTOR: Bach. Carolina Fernandez Fernandez.

ASESORA: Dra. Roberta Brita ANAYA GONZALEZ
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accesiones de
Chenopodium

quinoa Willd?

Chiara), Ayacucho.

Determinar el peso molecular de las
(Globulinas 7S) de cuatro
accesiones (blanca, amarilla, roja y
negra) de Chenopodium quinoa

Willd de los distritos de (Acos
Vinchos, Acocro y Chiara),
Ayacucho.

Comparar el peso molecular de
globulinas 7S de cuatro accesiones
(blanca, amarilla, roja y negra) de
Chenopodium quinoa Willd de los
distritos de (Acos Vinchos, Acocro y
Chiara), Ayacucho.

2.3.1.12. Valor nutritivo 'y
Composiciéon quimica del grano de
quinua

2.3.1.13. Proteinas

2.3.2. Proteinas de reserva

2.3.3. Globulinas

2.3.4. Electroforesis
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