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RESUMEN

La quinua es un pseudocereal conocida como un alimento completo y milenario
por nuestros antecesores andinos. Con el objetivo de cuantificar y comparar,
analizar las prolaminas en mg/kg, determinar el perfil electroforético y la
correlacion de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd (blanco, negro amarillo
y rojo) provenientes de Vilcas Huaméan, Acocro y Chiara, se us6 como principal
técnica el fraccionamiento de proteinas modificado por Osborne y electroforesis
de Laemmli. Se hicieron 3 réplicas por accesion y 3 repeticiones por cada réplica.
Los resultados mostraron una variabilidad en el contenido de prolaminas de
quinua, el mayor valor de Vilcas Huaméan con 1,629 mg/kg (amarilla) y el menor
con 0,059 mg/kg (negra); la muestra de Acocro con un maximo valor de 2,609
mg/kg (amarilla) y menor con 1,221 mg/kg (roja), de Chiara el mayor valor con
0,890 mg/kg (amarilla) y el menor con 0,378 mg/kg (blanca), destacando la
accesion amarilla con mayor contenido de prolaminas en las 3 zonas de muestreo.
Los perfiles electroforéticos revelaron bandas entre los intervalos de 11y 17 kDa,
y en los triplicados se obtuvieron bandas de 14 y 15 kDa siendo repetitivas entre
las accesiones negra, blanca, roja y amarilla y entre los 3 lugares.

Palabras clave: Chenopodium quinoa Willd, prolaminas, electroforesis, proteinas,
quinua
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B INTRODUCCION

La quinua, un pseudocereal, conocida desde tiempos milenarios por sus
propiedades nutricionales tiene un alto valor nutritivo por el contenido de
aminoacidos esenciales, es preventivo ante el cancer, antimicrobiano,
antioxidante, antidiabético, anti obesidad y con beneficio para los cardiacos
(Angeli, et al., 2020), a comparacion de los granos convencionales, se considera
como un promisorio alimento funcional, ademas de tener un perfecto balance entre
las grasas, aceites y proteinas (Amit et al., 2021). El Perd, mediante el MINSA
(Ministerio de Salud), celebraron en el afio 2013 como el afio internacional de la
quinua, nombrado por el Organismo Internacional de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO, 2013). Reconociendo que en la actualidad, la
poblacion est4d en la etapa de crecimiento exponencial con una simultdnea
reduccién de recursos afectado por la salinizacion y desertificacion, resultado del
cambio climatico y otras actividades antropogénicas (FAO, 2013).

Las proteinas de la quinua tienen un alto valor de absorcién biologica (73 %)
comparando con la carne (74 %) y la avena (49 %); las proteinas principales en la
quinua son las albuminas (53 %), globulinas 7S y 11S (37 %), prolaminas y
glutelinas estan en cantidades indetectables (Pathan & Siddiqui, 2022). Las
primeras fracciones proteicas de la quinua son conocidas al detalle, no obstante
la presencia de prolaminas en semillas de quinua aun es escaza, por tanto la
cuantificacion de las prolaminas presentes en la quinua es de vital importancia en
la comprension de su rol tanto en la calidad tecnolégica como en la dimensién
nutricional del grano (Song et al.,, 2021). Ademas, el impacto en personas
intolerantes al gluten. Estos estudios mas profundos en torno a las proteinas de
origen vegetal no s6lo enriquecen el conocimiento en nuestra regién, sino que
también desempefia un papel esencial en la mitigacién de la desnutricién, una

cuestion crucial en el contexto de la salud publica y la seguridad alimentaria.



Este trabajo se centra en la cuantificacion y caracterizacién de prolaminas de 4

accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” provenientes de los distritos

de Acocro, Chiara y Vilcas Huaman que consiste en extraer, cuantificar y evaluar

las prolaminas por el método modificado de fraccionamiento de proteinas segln

Osborne (Romero-Rodriguez et al., 2014); en tal sentido se plantearon los

siguientes objetivos:

Objetivo general

Evaluar la variabilidad del contenido de prolaminas en cuatro accesiones de

Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

Objetivos especificos

1. Cuantificar el contenido de prolaminas en cuatro accesiones de Chenopodium
quinoa Willd “quinua”.

2. Determinar el perfil electroforético de los aislados de prolaminas en cuatro
accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

3. Comparar el contenido de prolaminas entre las cuatro accesiones de
Chenopodium quinoa Willd “quinua”.

4. Analizar la correlaciéon entre los perfiles de prolaminas de las diferentes

accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”.



. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

La semilla de quinua contiene globulinas del tipo 11S, que abarca alrededor del
37 %y la albumina 2S que representa el 35 % de las proteinas totales de la semilla
madura. Adicionalmente, la semilla de Chenopodium quinoa contiene una poca
concentracion de prolaminas, del 0,5 - 7 % de proteinas totales, siendo digerible
y recomendado para pacientes con enfermedades celiacas (Dakhili et al., 2019).
Tavano et al. (2022), obtuvo el fraccionamiento proteico aplicando un proceso
completo: 26,96 % de albuminas, 41,3 % de globulinas, 1,7 % de prolaminas y
23,16 % de glutelinas. Las fracciones proteicas al ser digeridas con pepsina y
después con pancreatina, los grados hidroliticos alcanzaron una variacion entre
globulinas y glutelinas sin ser sometidas al calor, siendo 2,62 % y 38,97 %
respectivamente y con caseina aumentaron a 34,7 % de globulinas; sin embargo,
al ser sometidas en calor, la solubilidad de la globulina increment6é a 34,7 %,
resultando igual frente al uso de caseina. Los resultados son promisorios a la alta
susceptibilidad para hidrolizar las proteinas con enzimas digestivas, y refuerzan la
observacién con ensayos separados usando pepsina, tripsina y quimotripsina.
Para la fragmentacion de proteinas presentes en la quinua, usaron el método
Osborne, obteniéndose un alto rendimiento con doble extraccién, seguido de agua
con cloruro de sodio a 0,4 mol/L. Se representaron las albuminas (41 - 50 %),
globulinas (7 - 11 %), prolaminas (4 - 6 %) y glutelinas (14 - 16 %) de cuatro
cultivares de quinua. Luego, las proteinas obtenidas fueron separadas por SEC-
HPLC (cromatografia por exclusién de tamafio) con SDS contenido en un medio
de emulsion; seguido de la técnica de separacion por electroforesis identificando
los tipos de extraccion por Osborne. El uso de SEC-HPLC permite conocer los
cambios efectuados durante el procesamiento de alimentos al extraer las

proteinas de la quinua (Van de Vondel et al., 2020).



En la revision de Daknhili, describe las propiedades nutricionales y funcionales en
base a la alta cantidad de aminoacidos y proteinas, especialmente rica en lisina.
Una semilla madura, se conforma de globulinas 7S y 11S conocida como
chenopodina en 37 % y 35 % de albumina de la proteina total. En casos clinicos
de pacientes con enfermedades celiacas, este pseudocereal con cantidades bajas
de prolaminas en un 0,5 % a 7 % del total de proteinas, lo hace excelente para el
consumo. Acorde a lo investigado, sobre las bondades nutri-funcionales, se
considera como un buen candidato para la soberania alimentaria de futuras
generaciones (Dakhili et al., 2019).

2.2. Laquinua

La quinua tiene una diversidad de nombres en quechua, aymara, mapuche,
araucana, chibcha entre ellos esté los mas comunes: kinua, quiuna vocali, quinua
dulce, jara, candona, quifioa, jiura, jopa, parca y entre otros (Fernando et al.,
2016); este pseudocereal, grano milenario, son cultivados en los paises
altoandinos como Peru y Bolivia, que data de mas de 5000 a 3000 A.C. (Bedoya-
Perales et al., 2018). La quinua es considerada como un super alimento por sus
altas cantidades de aminoacidos esenciales y su baja cantidad de gluten,
haciéndola mas digerible para todo tipo de consumidor (FAO, 2013).

A través de la historia, fue considerada como un alimento sagrado y que los Incas
eran los Unicos en tener acceso a ese alimento, con la llegada de los espafioles,
estos conceptos fueron cambiados como un alimento “no cristiano”, siendo vetado
de la alimentaciéon de los peruanos antiguos (Fernando et al., 2016). En las
décadas recientes, la produccién de quinua ha empezado a crecer, siendo el 2013
como afo internacional de la quinua, ganando atencion mundial, no solo por las
propiedades funcionales que tiene, sino por la versatilidad de adaptacién a
condiciones adversas (FAO, 2013).

La quinua se cultiva autéctonamente en zonas de Sudamérica, en diversos suelos
con un rango de pH que varia entre 3,5 a 8,5; muestra tolerancia a heladas,
sequias, salinidad y tiene la habilidad de crecer en suelos marginales, estas
caracteristicas le han permitido aumentar los cultivos alrededor del mundo. sin
embargo, las diferentes modificaciones genéticas, fisiolégicas y morfologicas
conducen a la alteracién de la planta (Hinojosa et al., 2018). Desde la publicacion
del genoma de la quinua, se finiquitaron estudios de transcriptomas relacionados
a la salinidad y sequia, ademéas de informacion sobre tolerancia, heladas,
radiacion UV-B (Hinojosa et al., 2018; Jarvis et al., 2017) .



Por mas de su valor agronémico e interés comercial, los cultivos de quinua ain no
son utilizados hasta su nivel maximo, con pocos programas de cruzamientos
(Jarvis et al., 2017), se requieren esfuerzos de mejoramiento para acelerar la
expansion de producciéon de quinua a nivel mundial, el conocimiento del genoma
de la quinua permitira la introduccién y expansién de este pseudocereal, sin dejar
de lado los cultivos como el trigo, cebada, avena, habas y arvejas (Gomez &
Aguilar, 2016). Adicionalmente, sus granos son altamente ricos en cantidad y
calidad de proteinas y compuestos bioactivos; de esta forma, la quinua, no solo por
su historia milenaria, es un alimento nutracéutico con propiedades madltiples, asi
como la prevencion de enfermedades cancerigenas debido a la calidad de sus
aminoacidos (Fuentes & Paredes-Gonzalez, 2014).

En el Peru se encuentra 36 accesiones de Chenopodium quinoa Willd, como: INIA
431 — Altiplano, INIA 427 - Amarilla Sacaca, INIA 420 - Negra Collana, INIA 415 —
Pasankalla, lllpa INIA, Salcedo INIA, Quillahuaman INIA, Ayacuchana INIA,
Amarilla Marangani, Blanca de Juli, Blanca de Junin, Cheweca, Huacariz,
Hualhuas, Huancayo, Kankolla, Mantaro, Rosada de Junin, Rosada Taraco y
Rosada de Yanamango (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego, 2015).

2.2.1. Taxonomiade la quinua

De acuerdo al Sistema de Clasificacion Cronquist. A. 1988, la clasificacion actual

es la siguiente:

Reino: : Plantae
Division: : Magnoliophyta
Clase: : Magnoliopsida

Sub clase: : Caryophyllidae

Orden: : Caryophyllales

Familia: : Chenopodiaceae

Género: : Chenopodium

Especie: : Chenopodium quinoa Willdenow

Nombre vulgar : quinua blanca, quinua amarilla, quinua negra y/o quinua roja.
2.2.2. Caracteristicas botanicas y morfolégicas

Las especies domesticadas de quinua son plantas herbaceas, una dicotiledonea
anual, con tallo erecto de entre 1 a 2 m, lefioso pigmentado de morado, rojo y verde
debido a las betacianinas, el tallo central con ramificaciones dependiendo de la
variedad (Council et al., 1989) siendo mas especificos tetraploides, haléfito y

predominantemente se autopoliniza (autbgama), pero la tasa de hibridacion



natural es de 10 a 17 % y esto dependiendo si existe coincidencia en las
florescencias de otras quinuas (Zurita-Silva et al., 2014); botanicamente no
pertenece a los cereales verdaderos como lo es el trigo, la cebada, maiz y arroz,
pero debido a su contenido bajo en almiddn se le conoce como un pseudocereal.
Ademas, se conoce que la quinua se puede clasificar en accesiones dulces y
amargas, esto en relacién al contenido de saponinas (Garcia-Parra et al., 2018).
La importancia de la quinua, reside en su fuente como alimento debido a su
balance de aminoacidos, acidos grasos, vitaminas y minerales la alta plasticidad
a diferentes condiciones agroecoldgicas (Nolasco et al., 2013). Por consecuente,
las diversas accesiones presentes en el territorio peruano difieren ampliamente
permitiendo la existencia de genotipos nuevos (Donaire, 2018a).

a) Raiz

La raiz de quinua es profunda, fibrosa, consta de una raiz principal (pivotante) de la
cual salen ramificaciones (secundarias y laterales) lo que les permite estabilidad y
resistencia a épocas de sequia. La longitud de las raices es variable, de 6 a 1,80
cm. Su desarrollo, crecimiento, longitud, distribucién de ramificaciones laterales e
incluso la pigmentacién varia segun el genotipo, tipo de suelo, nutricion y humedad
entre otros factores, el tamafio de la raiz dependerd del tamafio de la planta
(Mujica et al., 2014).

b) Tallo

Cuenta con un tallo lefioso que dependera de las condiciones biéticas, pueden
llegar a medir alrededor de 0,3 - 3 m, el color basico en la época de floracién y las
condiciones climaticas, puede ser verde, naranja, rosado, rojo, purpura y en
algunos casos amarillo como el amaranto, pero dependera del genotipo y en las
fases en las que se encuentra. Las combinaciones como el color basico del tallo,
color de las estrias y el color de axilas puede ser empleado como criterios
taxonémicos. A la madurez el color del tallo, en general, se torna de un color crema
o rosado con diferentes intensidades (Mabry et al., 1963 citado por Hussain et al.,
2021).

De acuerdo con el habito de ramificacion pueden verse modificadas ante la
presencia de insectos con impactos negativos agricolas, dafios mecanicos o por
alguna practica cultural. Este tipo de tallo oscila entre 1 a 8 cm de grosor, variando
segun el genotipo; se encuentra predominantemente en accesiones de los
ecotipos del altiplano y de los salares. Habito ramificado (quinua del mar) y habito

sin ramificar (meseta) o intermediamente ramificadas depende del genotipo y esta



altamente influenciado por la densidad de siembra, disponibilidad de nutrientes y
las areas de crecimiento (suelo) y pisos altitudinales (altura) (Donaire, 2018b).

c) Hojas

Las hojas muestran polimorfismos; mientras que las hojas superiores son
lanceoladas, las inferiores son romboidales, estan formadas por el peciolo y la
lamina. El peciolo de las hojas es largo, delgado y acanalado, su longitud depende
de su origen; la pigmentacion puede ser verde, rosado, rojo y purpura. La lamina
de la hoja es polimorfa y tiene tres venas principales que se originan del peciolo,
son mas grandes en el follaje y mas pequefias en la inflorescencia, la
morfometria varia seguin el ecotipo (Christensen et al., 2007).

Las laminas de la planta pueden ser triangulares o romboidales y de consistencia
suculenta, en ambas partes pueden presentar oxalato de calcio que cumplen con
la funciobn de reducir la transpiracion excesiva manteniendo la homeostasis
(Christensen et al., 2007a), las hojas y las partes tiernas de la planta estan
generalmente cubiertas con una pubescencia vesicular—granular blanca, rosada o
purpura. El color de la lamina predominantemente es verde; en algunas
accesiones puede observarse hojas de color verde-purpura. A la madurez las
laminas se tornan amarillas, naranjas, rosadas, rojas o parpuras (Allende, 2017).
d) Inflorescenciay flores

Es una panoja que pueden ser laxas o compactas con una longitud variable de 15
— 70 cm con ejes secundarios y terciarios. Generalmente se encuentra en el apice
de la planta y en el apice de las ramas. Tiene un eje principal, ejes secundarios y
eje terciarios. Considerando la forma y posicion de los grupos de flores
(glomérulos) se clasifican en amarantiformes (inflorescencias escasas),
glomeruladas (inflorescencias compactas) e intermedias (transicion de las
amarantiformes y glomeruladas) (Mujica et al., 2014).

En el grupo amarantiforme varias ramas secundarias y terciarias estan
directamente insertados en el eje con penachos sueltos y los glomérulos tienen
una forma casi rectangular, muy semejantes a dedos con pedicelos cerrados. En
el tipo glomerulada los glomérulos pueden presentar flores perfectas y pistiladas.
El tamafio de crecimiento dependera de la nutricion agricola, generalmente el
nimero de glomérulos por panicula varia entre 75 a 120, una panicula robusta
puede producir hasta 500 g aproximadamente (Hussain et al., 2021; Risi &
Galwey, 1989).

Una caracteristica de la quinua es que presenta flores femeninas autégama (17 %



aproximadamente) y mondégamas (hermafroditas). Las flores hermafroditas estan
ubicadas en el extremo distal con cinco anteras (apice del glomérulo) y son
relativamente mas grandes que las que tienen pistilos, presentan cinco estambres
anti-sépalos y sépalos imbricados, un ovario superior con dos a tres ramas
estigmaticas y tiene 5 I6bulos del perianto. Puede ocurrir una polinizacién cruzada,
pero en un rango de 10 % a 15 %. Las flores perfectas presentan un perigonio
sepaloide, las semillas son contenidas en la panicula que la planta crea al madurar
(Nasim et al., 2021).

e) Fruto

Es un aquenio indehiscente de forma lenticular, elipsoidal, conico o esferoidal,
cubierto por el perigonio sepaloide o las envolturas florales que rodean el fruto y
se desprenden, presentan una Unica semilla, presenta diversidad de colores por
los pigmentos recubiertos que va desde extremadamente amarillos hasta
magenta. La presencia de saponinas en las semillas de quinua es debido al
pericarpio, rodea al aquenio, que esta adherido a la semilla, dandole la
caracteristica de un sabor amargo, la episperma se ubica debajo del epicarpio.
Estas tienen forma esférica de un didmetro que oscila entre 1,0 y 2,6 mm, tienen
3 partes a conocer epispermo, embrion y perispermo. El perispermo es una fuente
de reserva de almidén, color blanquecino y representa la mayor parte de la semilla
(Allende, 2017; Koziot, 1992, Nasim et al., 2021).

2.3. Proteinas de la quinua

La quinua es unafuente rica en proteinas que varia entre 11 %y 22 % dependiendo
de la variedad, contiene un balance adecuado de aminoacidos esenciales,
convirtiéndola en un alimento de gran interés nutricional, funcional y terapéutico.
La proteina de la quinua es considerada de alta calidad debido a su contenido de
aminoacidos esenciales, especialmente lisina, metionina y cisteina, los cuales
suelen ser limitantes en otros granos (Christensen et al., 2007). La quinua también
es una fuente importante de proteinas de almacenamiento, incluyendo las
globulinas, albuminas y prolaminas; los principales componentes proteicos de la
quinua son: globulinas y albuminas con 37 % y 35 %, respectivamente, con poca
presencia de prolaminas (Filho et al., 2017a).

Las proteinas de la quinua tienen una estructura secundaria compleja, lo que les
confiere propiedades funcionales Unicas. Por ejemplo, las globulinas de la quinua
tienen la capacidad de formar geles y emulsiones, mientras que las albuminas son

solubles en agua y se utilizan a menudo en la industria alimentaria como agentes



emulsionantes. Las prolaminas, por otro lado, son proteinas que se encuentran
principalmente en las semillas y son resistentes a la digestion (Hao et al., 2022).
2.3.1. Aminoacidos

La composicion de aminoacidos de la quinua también es de interés, ya que los
aminoacidos son esenciales para la sintesis de proteinas y otros compuestos
importantes para el cuerpo humano. El 37 % de las proteinas que posee la quinua
esta formado por aminoacidos esenciales y son 10 que son estrictamente
necesarios (tabla 1), por lo que necesitan ser ingeridos a través de la dieta; la
carencia de estos aminoacidos limita el desarrollo del organismo, ya que no es
posible reconstituir las células de los tejidos que mueren o crear nuevos tejidos,
en el caso del crecimiento (Repo-Carrasco et al., 2003; Vega-Galvez et al., 2010a).

Tabla 1. Perfil de aminoacidos de quinua (mg/100 mg proteina) y de otros granos
comparados con las referencias nutricionales de FAO.

Aminoécidos FAO Quinoa Maiz Arroz Avena
Isoleucina 3,0 4,9 4,0 4,1 4,2
Leucina 6,1 6,6 12,5 8,2 6,8
Lisina 4,8 6,0 2,9 3,8 2,6
Metionina 2,3 5,3 4,0 3,6 3,7
Fenilalanina 4,1 6,9 8,6 10,5 8,2
Trionina 2,5 3,7 3,8 3,8 2,8
Triptéfano 0,7 0,9 0,7 1,1 1,2
Valina 4,0 4,5 50 6,1 4,4

Nota: Tabla de perfil de aminoacidos de quinua, maiz, arroz y avena adaptado de Angeli, Silva, et al., 2020 y de
FAO, 2011.

La apreciacion de los valores del contenido de aminoacidos en la proteina de los
granos de quinua cubren los requerimientos basicos: histidina, isoleucina, lisina,
metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptéfano, recomendados para
la dieta de nifios en etapa pre-escolar, escolar y adultos, de acuerdo a la
comparacion con los estandares FAO/OMS/ONU (Abugoch, 2009; FAO, 2011).
Las concentraciones de aminoacidos y de proteinas pueden variar
significativamente por el tipo de suelo. Por otro lado, si la planta es tratada con
dosis de nitrégeno correctos, entonces se aumentara el contenido de proteinas en
las semillas. No obstante, la importancia de los amino&cidos de esta planta alto-
andina se fundamenta en su calidad (Vega-Galvez et al., 2010a).

2.3.2. Prolamina de quinua

Las prolaminas son un tipo de proteina que se encuentra en granos como el trigo,

la cebada y el centeno, por otro lado, en pseudocereales como la quinua y el



amaranto; son proteinas de almacenamiento de semillas que juegan un papel
importante en la calidad nutricional y tecnholdgica de los alimentos. En la quinua, las
prolaminas son una de las principales fracciones proteicas de almacenamiento y
representan aproximadamente el 6 % de las proteinas totales en la semilla, estan
compuestas por dos tipos principales de proteinas, la quinoaina y la amarantoina
(Filho et al., 2017a).

Las prolaminas, estan clasificadas en cuatro grupos: a- (mas abundantes), B-, y-,
0-/w- que difieren en su estructura y composicién de aminoacidos, las fracciones
de proteinas en quinua fueron caracterizadas décadas anteriores, las albuminas
son solubles en agua porque tiene largas cadenas de aminoacidos polares,
mientras que las prolaminas son una de las fracciones proteicas con menor
solubilidad en agua por lo que deben ser suspendidos en etanol al 95 % y en
algunos casos con 0,6 % de 3-2-mercaptoetanol, las prolaminas se encuentran en
concentraciones bajas (£ 7 %), sin embargo, dependera de la accesion (Filho et
al., 2017b). Ademas de representar un problema frente a pacientes con
enfermedades celiacas; ya que tanto como las globulinas y proteinas, son
resistentes a las proteasas, esto representa numerosos péptidos de gluten
inmunogénicos (Zevallos et al., 2012) y factores agronémicos.

Se ha estudiado la relacion con su implicacion en la calidad tecnol6gica del grano,
como la viscosidad del almidén y la formacién de gel y en relacién con la calidad
nutricional, ya que contienen aminoacidos esenciales y tienen una alta
digestibilidad. A pesar de estos beneficios, existen cierta poblacién de personas
gue pueden ser sensibles a las prolaminas y experimentar sintomas similares a los
de la enfermedad celiaca, que es una reaccion al gluten. La sensibilidad a las
prolaminas puede ser causada por una variedad de factores, incluyendo la
genética y la microbiota intestinal; en términos generales, los complejos basados
en prolaminas tienden a formar estructuras nucleo-capa, que forman en el nicleo
una nanosfera con un interior hidrofébico e hidrofilico, sobre la capa externa
actian como una cubierta a la estructura (Paliwal & Palakurthi, 2014).

Ademas, de su importancia nutricional, las prolaminas de la quinua también tienen
propiedades funcionales que las hacen utiles en la industria alimentaria. Por
ejemplo, la quinoaina se ha utilizado en la produccion de hidrolizados proteicos y
en la elaboracion de alimentos sin gluten. La amarantoina, por otro lado, se ha
utilizado en la produccién de peliculas comestibles y recubrimientos para

alimentos. La importancia de las prolaminas en la quinua también se ha
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relacionado con su capacidad para reducir los efectos negativos de los
antinutrientes presentes en la quinua. Estos antinutrientes, como la saponina,
pueden reducir la absorcién de nutrientes y afectar la calidad nutricional de la
quinua. Sin embargo, se ha encontrado que las prolaminas pueden unirse a los
antinutrientes y reducir sus efectos negativos (Song et al., 2021).

En los ultimos afios, las prolaminas se han aplicado en el campo de los materiales
debido a su caracteristica de autoensamblaje, alta hidrofobicidad vy
biocompatibilidad; son adecuadas para la elaboracién de fibras, nanoparticulas y
agentes emulsionantes (Abdullah et al., 2024; Tapia-Hernandez et al., 2019).
Adicionalmente, representa un grupo de aditivos alimentarios biocompatibles,
biodegradables y sostenibles, las prolaminas mas comunes en fracciones son:
kafirina, gliadina, zeina; fueron estudiadas por que forman particulas coloidales
por la propiedad anfifilica y pueden auto ensamblarse en micro y nanoparticulas,
son complejos bicatenarios y ternarios, que tienen propiedades estables al
combinarse con polisacéaridos, proteinas solubles, polifenoles y tensioactivos
(Song et al., 2021; Zheng & Zhang, 2019).

2.3.3. Prolaminas en la dieta de pacientes celiacos

La enfermedad celiaca es una patologia autoinmune crénica desencadenada por
la ingestién de gluten, una proteina compleja presente en cereales como el trigo,
la cebada y el centeno. Esta enfermedad afecta a un porcentaje significativo de la
poblacion y se caracteriza por la reaccion inmunolégica anormal a las prolaminas,
un grupo de proteinas ricas en prolina y glutamina presentes en el gluten (Scherf
et al., 2020). A pesar de que se ha demostrado que las gliadinas, una clase de
prolaminas del trigo, son los principales antigenos responsables de la respuesta
inmunolégica en pacientes celiacos, la comprension de la importancia de todas
las prolaminas en la dieta de estos pacientes esta siendo objeto de una creciente
atencion cientifica (Scherf et al., 2021).

Las prolaminas son esenciales para la germinacion de las semillas de cereales y
acttan como reservas de nutrientes. En el contexto de la enfermedad celiaca, las
prolaminas son reconocidas por el sistema inmunolégico como antigenos
extrafios, lo que desencadena una respuesta inmunolégica inflamatoria en el
intestino delgado de los pacientes celiacos (Gell et al., 2017). Las prolaminas,
incluidas las gliadinas, inducen una cascada de eventos inmunol6gicos que
resultan en dafio a la mucosa intestinal, manifestando sintomas clinicos y

complicaciones diversas (Eggenreich et al., 2018).

11



Es crucial resaltar que diferentes cereales contienen diversos tipos de prolaminas,
cada una con una estructura de aminoacidos unica. La variabilidad en la estructura
de las prolaminas contribuye a la diversidad de respuestas inmunoldgicas
observadas en pacientes celiacos. Mientras que las gliadinas del trigo son
conocidas por ser altamente inmunogénicas, otras prolaminas presentesen otros
cereales también pueden desencadenar respuestas inmunoldgicas en ciertos
individuos, esta complejidad resalta la necesidad de tener presente la accién de
las prolaminas en la dieta de los pacientes celiacos (Sollid et al., 2020).

En este contexto, la quinua (Chenopodium quinoa) emerge como una opcién
dietética prometedora para los pacientes celiacos. A pesar de que las prolaminas
de la quinua no son idénticas a las gliadinas del trigo (Sollid et al., 2020), la
evaluacion de su inmunogenicidad es crucial. Estudios preliminares indican que
las prolaminas de la quinua pueden tener una menor capacidad para
desencadenar respuestas inmunoldgicas adversas en comparaciéon con las
prolaminas del trigo. Esto sugiere que la quinua podria ser una alternativa segura
y nutritiva en la dieta de los pacientes celiacos (Bancel et al., 2019).
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Figura 1. Adaptaciéon simplificada de la patogénesis de la enfermedad de pacientes
celiacos (Eggenreich et al., 2018).
2.4.  Extraccion de proteinas

2.4.1. Método de extraccion modificado de Osborne y Mendel

El método de Osborne es un procedimiento de fraccionamiento de proteinas que
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se utiliza para separar y cuantificar los distintos tipos de proteinas presentes en
una muestra. Este método fue desarrollado por Thomas B. Osborne y Lafayette
B. Mendel en la Universidad de Yale en 1914. El fraccionamiento de proteinas se
basa en la solubilidad de las mismas en distintos disolventes, y consta de tres
fracciones principales: albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas.

Las albuminas son las proteinas mas solubles y se separan mediante la adicion
de agua a la muestra. Las globulinas son menos solubles y se separan mediante
la adiciébn de soluciones salinas fuertes neutras. Finalmente, las prolaminas -
glutelinas son las proteinas menos solubles y se separan mediante la adicion de
etanol o soluciones &cidas o bésicas (Osborne, 1924). El resultado final es una
separacion de las proteinas en cuatro fracciones con caracteristicas distintas, este
método se fundamenta en la relacion estructura-solubilidad de las proteinas (Van
de Vondel et al., 2020).

El método de Osborne ha sido ampliamente utilizado en la investigacion de
proteinas de origen vegetal, como en la quinua (Vega-Galvez et al., 2010b) y la
cebada (Phillips, 2013), ademas de su utilidad para la identificacion y
cuantificacibn de proteinas, también ha sido utilizado para estudios de
digestibilidad, funcionalidad y propiedades nutricionales de las mismas (Day et al.,
2022).

2.4.2. Electroforesis

La técnica de electroforesis es una metodologia de laboratorio que es usada para
la separacion de ADN, proteinas o ARN en base a su carga eléctrica y tamafio de
las moléculas migran de un anodo a un céatodo, es dependiente a la fuente de
poder para mover las moléculas a través de la matriz; la porosidad de la matriz de
gel dependera de la gradiente de acrilamida o poliacrilamida (bis acrilamida +
poliacrilamida) y permitira que moléculas pequefas se trasladen mas rapido que
las grandes en el gel para determinar el peso molecular (kDa) de las muestras,
paralelamente se usa los estadndares o marcadores moleculares de tamafos
conocidos que son separados en el mismo gel y son comparados con la muestra
problema. El gel es tefiido para revelar las bandas y visualizarla para su
correspondiente interpretacion (Foxman, 2012).

a) Separacion electroforética de proteinas

La electroforesis es usada para separar proteinas de mezclas complejas, por
ejemplo: de células, fracciones subcelulares, columnas fraccionales o

Inmunoprecipitados, para investigar subunidades composiciones o verificar la
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homogeneidad o la diversidad de muestras proteicas, esto también puede servir
para purificar proteinas y su uso en futuras aplicaciones (Chakavarti & Chakavarti,
2008). La separacién y purificacién de proteinas son necesarias para llevar a cabo
el estudio y caracterizacién del proteoma de los sistemas biologicos. Para ello,
éstas deben ser separadas selectivamente a partir de muestras complejas
mediante un procedimiento de fraccionamiento adecuado. Los métodos de
separacion se basan en diferentes caracteristicas de las proteinas tales como
solubilidad, tamafio o carga, entre otras. Una de las técnicas mas utilizadas es la
electroforesis (Kurien et al., 2019).

Electroforesis en gel de proteinas es un procedimiento muy indispensable e
importante que se debe llevar a cabo en el estudio de proteinas. Las partes mas
criticas, como la elucién y recuperacion de proteinas separadas por electroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS (PAGE-SDS). Este proceso consiste en localizar
nuestra proteina de interés en la matriz, eluir la proteina, eliminar el SDS de la
muestra liquida y, finalmente, renaturalizar la proteina con marcadores (Kurien
et al., 2019). Ademas, poseen una serie de ventajas tales como: ser quimicamente
inertes, estables en un amplio rango de pH, temperatura y fuerzas iénicas; faciles
de generar mediante la polimerizacién de acrilamida (Li et al., 2012).

El SDS, es un detergente que esta compuesto por 12 4tomos, de carga negativa,
al aplicar carga eléctrica a la muestra proteina-SDS, este complejo se traslada al
polo positivo de la camara electroforética, esta técnica fue descrita por primera
vez por Laemmli y hasta la actualidad, son casi minimos los cambios que se
hicieron a esta técnica (Carrillo, 2012).

b) Electroforesis en gel SDS (SDS-PAGE)

La electroforesis en gel primera dimensién, también conocida como “One-
dimensional Gel Electrophoresis” (1D-GE), es una técnica avanzada en biologia 'y
en proteGmica para separar y visualizar proteinas presentes en muestras
biol6égicas complejas (Zhan et al., 2018) y poder caracterizarlas segun su distancia
de migracion y la resolucién de las matrices de SDS-PAGE.

Las proteinas son separadas por su peso molecular utilizando una técnica
conocida en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE) (Kurien et al., 2019). En
esta etapa, el traslado de las proteinas a través del gel debido a la aplicacién de
un campo eléctrico y son frenadas por la resistencia del gel, dado que el dodecil
sulfato de sodio (SDS) se une a las proteinas dandoles una carga negativa en

proporcion a su peso, la separacion se logra en funcion al tamafio (Lee et al.,
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2020).

Convencionalmente, las configuraciones de SDS-PAGE utilizan geles de
dimensiones aproximadas de 20 x 20 cm. Sorprendentemente, esta configuracion
facilita la separacién de un nimero sustancial de proteinas, a menudo superando
las 10,000. Los métodos de deteccién se adaptan a la cantidad de proteina
presente. Cuando las concentraciones de proteina son alrededor de 10 ng, es
habitual la aplicaciéon de tinte de Coomassie (Oliveira et al., 2014). Por el contrario,
si la concentracion de proteina es de aproximadamente 0,5 ng, la deteccion se
puede llevar a cabo utilizando tinciones de plata o tinciones fluorescentes de
proteinas totales. Al implementar este sistema integral, es posible obtener
conocimientos detallados sobre el intrincado mundo de la composicion y expresion
de proteinas (Molina-Mora et al., 2020).

La técnica de electroforesis permite una resolucion excepcional de cientos a miles
de proteinas en una sola muestra, lo que lo hace idéneo para estudios
comparativos de expresién proteica en diversos contextos biolégicos, como
investigaciones sobre enfermedades en respuesta a estimulos, como lo es la
prolamina en pacientes celiacos (Daly et al., 2020).

2.5. Cuantificacion de proteinas

Las proteinas ya procesadas y separadas por técnicas de electroforesis pasan al
siguiente paso de la determinacién de la concentracién de estas mismas, son
visualizadas mediante diferentes tinciones: nitrato de plata, azul de Coomassie 0
por fluorescencia. La aplicacion de azul de Coomassie, presenta una sensibilidad
de hasta 50 ng de proteina (Carrillo, 2012).

2.6. Método de tincion de Bradford

La reaccion de Bradford es un método comun y efectivo para cuantificar proteinas
utilizando espectrofotometria. Esta reaccion se basa en la capacidad de las
proteinas para unirse a un tinte, el azul de Coomassie, en una proporcion
directamente proporcional a su concentracion (Kielkopf et al., 2020). El azul de
Coomassie en su forma original tiene una absorbancia maxima a alrededor de 570
nm. Sin embargo, cuando se une a proteinas, experimenta un cambio de color de
marron a azul intenso, lo que resulta en un cambio en la absorcion méaxima hacia
aproximadamente 595 nm (Simonian & Smith, 2006).

La cuantificacién de proteinas mediante espectrofotometria UV es una técnica
ampliamente utilizada para determinar la concentracion de proteinas en una

muestra basandose en su capacidad para absorber luz en la region ultravioleta -
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visible del espectro electromagnético. El fundamento de esta técnica se basa en
la absorbancia diferencial de los enlaces peptidicos presentes en las proteinas,
gque muestran una absorbancia maxima alrededor de 280 nm debido a los grupos
arométicos de los aminoacidos triptéfano, tirosina y fenilalanina (Rocha & Teixeira,
2004)
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion

El trabajo de tesis se desarroll6 en el laboratorio de Bioquimica de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional de San Cristobal de Huamanga,
distrito de Ayacucho, provincia de Huamanga correspondiente al departamento de
Ayacucho.

3.1.1. Ubicacion politica

Pais : Peru
Region : Ayacucho
Provincia : Huamanga
Distrito : Ayacucho

3.1.2. Ubicacién geografica

El Laboratorio de Bioguimica de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la
Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga

Ubicacion : Jr. Independencia S/N

Latitud sur :13° 08’ 44,04”

Longitud oeste: 74° 13’ 15,85”

Altitud 12791 m s.n.m.

3.2. Poblacién

Constituidas por 4 accesiones de semillas de Chenopodium quinoa Willd que
crecen en los distritos de Vilcas Huaman, Chiara y Acocro de la region de
Ayacucho.

3.3. Muestra

1,5 g de harina de 4 accesiones de semillas secas de Chenopodium quinoa Willd.
3.4. Etapal: Preparacion de la muestra

La obtencion de las muestras de andlisis de Chenopodium quinoa Willd fueron

procedente de los distritos Chiara, Acocro y Vilcas Huaman, se uso la metodologia
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de Barba de la Rosa et al., 2009.

Las impurezas son un factor que limita de manera importante la investigacion
debido a que pueden originar pérdidas significativas de reactivos, muestra y otros.
Adicionalmente, pueden ser una fuente de sesgos que impidan cumplir los
objetivos trazados.

Para proceder a procesar las muestras es importante una seleccion
mecanicamente de las 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd.

a) Limpieza

Mediante un proceso minucioso de limpieza se proceden a retirar las pajillas,
tallos, hojas, arena u otros elementos ajenos a las semillas de las 4 accesiones de
quinua roja, negra, amarillay blanca; este proceso se lleva con la debida proteccion
como el uso de guantes para evitar el contacto de las proteasas presentes en las
manos con las semillas.

b) Seleccion

Escoger los granos Unicamente pertenecientes a la accesion correspondiente y
gue tengan apariencia integra.

c) Molienda

El molido tiene que ser fino en una moledora o en un mortero, que sea lo mas fino
posible de hasta 2 mm, conservar a condiciones de oscuridad y temperatura
ambiente.

3.5. Etapalll: Extraccién de proteinas - Método modificado de Osborne

Una vez obtenidas las 12 muestras de quinua se procedi6 a pesar 1,5 g de harina
en 12 tubos de vidrio de 10 mL adicionando 5 mL de n-Hexano, luego fueron
agitadas por 24 h a 150 rpm.

Pasada las 24 h, se llevé los tubos a centrifugacién a 3500 rpm por 30 min, se
recuperé el sobrenadante para un andlisis posterior de lipidos; dejar los tubos
abiertos por 24 h para la total evaporacién de trazas de n-Hexano (anexo 16jError! N
0 se encuentra el origen de la referencia.).

3.5.1. Extraccion de albuminas

Se resuspendio la harina deslipidizada con 5 ml de NaCl al 10 %, ajustado a pH
3. Posterior a ello, se homogenizo6 las 12 muestras al vortex por 10 min. Se colocé
al agitador orbital a 150 rpm durante 1 h a 4 °C. Se centrifug6 a 3500 rpm por 30
min a 4°C (anexo 2).

Se procedio a hacer el lavado por 3 veces, se desechd cada sobrenadante de

cada lavada que contiene dicha fraccion proteica.
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3.5.2. Extraccion de Globulinas 7s

Se resuspendi6 el sedimento con 5 mL de solucion Na;HPO4 a 10 mM, EDTA 1
mM y NaCl 0,1 M y ajustar a 7,5 pH.

Posterior a ello, se homogenizé las 12 muestras al vértex por 10 min. Se colocé al
agitador orbital a 150 rpm durante 1 h a 4 °C. Se centrifugd a 3500 rpm por 30 min
a 4°C (anexo 2). Se deseché el sobrenandante.

3.5.3. Extraccion de Globulinas 11s

Se resuspendié el sedimento con 5 mL de solucion Na;HPO. a 10 mM, EDTA 1
mM y NaCl 0,8 M, ajustar a 7,5 pH

Posterior a ello, se homogenizo las 12 muestras al vortex por 10 min. Se coloc al
agitador orbital a 150 rpm durante 1 h a 4 °C. Se centrifugé a 3500 rpm por 30 min
a 4°C (anexo 2). Se desecho el sobrenadante.

3.5.4. Extraccion de Prolaminas

Se resuspendio el sedimento con 5 mL de solucion helada de 2-propanol al 70 %.
Posterior a ello, se homogenizo las 12 muestras al vortex por 10 min. Se colocé al
agitador orbital a 150 rpm durante 1 h a 4 °C. Se centrifugd a 3500 rpm por 30 min
a 4 °C (anexo 2).

Se reservd el sobrenadante en tubos autoclavados y limpios para su posterior

analisis.
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Figura 2. Reactivos para el fraccionamiento de 4 accesiones de Chenopodium quinoa

Willd "quinua”. Ayacucho 2024.
3.6. Etapalll: Concentracién de proteinas

e Para la concentracion de proteinas se tom6 0,5 mL del sobrenadante
previamente agitadas de cada accesion y se mezcloé con 1,5 mL de acetona

congelada.
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¢ Ambas soluciones se agitaron manualmente por 1 min hasta que la mezcla
tenga una opacidad, debido a la precipitacién de proteinas.

e Se centrifugd a 3500 rpm por 20 min desechar el sobrenadante y colectar el
pellet en tubos Eppendorf

e Se resuspendio el pellet en 1000 uL de H.O destilada y autoclavada, se
refrigerd para su futuro analisis.

3.7. EtapalV: Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

Para la curva estandar se utilizé estandar de Albumina sérica bovina (BSA) como

proteina de referencia en 0,1 mg/mL, usando el agitador magnético para su

homogenizacion, se uso6 el Azul Brillante de Commassie G-250, buffer fosfato a

pH 7,2 como diluyente, etanol al 95 % y acido fosforico al 88 %. Las lecturas de

absorbancia fueron realizadas mediante el espectrofotbmetro Genesysl10s UV-

visible a 595 nm, esto para la elaboracién de la curva de calibracién y determinar

la concentracién de proteinas de las muestras problemas.

Tabla 2. Dilucién seriada de estandares de BSA para la curva de calibracion por el método
de Bradford.

i Volumen Concentracion H208p Reactivo
Estandar
BSA (ul) BSA (ug/pL) (uL) Bradford (uL)

Estandar O 0 0 800

Estandar 1 10 0,001 790

Estandar 2 20 0,002 780

Estandar 3 40 0,004 760 200
Estandar 4 60 0,006 740

Estandar 5 80 0,008 720

Estandar 6 100 0,010 700

Estandar 7 150 0,015 650

e Se sometid a vortex los tubos y se dejé en reposo en total oscuridad por 20
min.

e Lo estandares se colocaron en cubetas para espectrofotometria a una lectura
de 595nm y se procedi6 con la lectura de las absorbancias para determinar la
curva de calibracion.

e Cada estandar se preparé con triple repeticion para asegurar la fiabilidad,
sensibilidad y precision.

e Este mismo protocolo se aplico con las muestras proteicas y se calcularon las
concentraciones por interpolacion en base a la recta obtenida de la curva de

absorcion.
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3.8. Etapa V: Preparacién de muestras proteicas y armado de matriz

electroforética

3.8.1. Preparacion de proteinas

o Setomd 30 pL de proteina de cada accesion y se les afiadié a 10 pL de tampon
de carga (4x) y se homogenizo.

e Se sometieron las muestras a temperatura de 99 °C por 5 min para formacién
de los complejos con las proteinas.

e Posterior a los 5 min, se retir6 las muestras y se sometié a un shock térmico,
colocando las muestras a 4 °C hasta el proceso de electroforesis.

3.8.2. Ensamblaje de matriz para electroforesis

El andlisis por electroforesis se realizé6 en geles denaturantes de poliacrilamida

(SDS-PAGE) segun Laemmli (1970) modificado.

e Se ensamblé la matriz con dos placas de vidrio transparente, dos espaciadores
con un grosor de 0,75 mm, un peine con 15 entradas que facilitd la formacién
de pocillos para la siembra de muestras, un tanque de electroforesis, una
cubierta con el &nodo y catodo y una fuente de poder.

e Los separadores se colocaron a los extremos distales entre las placas, se
coloco el cinto de plastico a los bordes para evitar derrames de poliacrilamida,
un par de ganchos sujetadores tanto a los lados como en la base y se afiadio
los geles (separador y concentrador). En la figura 2 se indica los componentes

del equipo de electroforesis.

Figura 3. (a) Camara de electroforesis conectada a la fuente de poder; (b) matriz
ensamblada con placas de vidrio.
3.9. EtapaVI: Preparacion y corrida de geles SDS-PAGE

e Se preparo los reactivos para los geles de separador y concentrador (anexo 4)
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Tabla 3. Concentraciones de reactivos para la preparacion de geles de poliacrilamida

Reactivos Gel separador 15 % Gel concentrador 5 %
H20nd 1,1mL 0,98 mL
Bis/acrilamida 2,5mL 0,38 mL
Tris-base 1,5M, pH 8,8 1,3mL 0,34 mL
SDS 10 % 50 pL 50 pL
APS 10 % 25 L 25 L
TEMED 5 uL 3uL

Se prepara en primer lugar el gel separador a un volumen aproximado de 5 mL
para 1x que es equivalente para una matriz de electroforesis.

Se deja reposar a temperatura ambiente por 20 min hasta la polimerizacién del
gel separador.

Una vez polimerizado afiadir el gel concentrador, colocar el peine entre las
placas y dejar polimerizar por 20 min.

Una vez polimerizado el gel concentrador, se retiré el peine y todos los
componentes de fijaciéon de la matriz.

Las placas con la matriz polimerizada se colocaron en la camara de
electroforesis embebiendo con buffer de corrida a un pH 7,5.

Se procedié a sembrar 5 pL del marcador estdndar WSHT MKp007 en un
pocillo con una separacion de un pocillo adicional como espacio entre el
marcador y las muestras para evitar contaminaciones.

Se sembrd 10 pL de las muestras problemas.

Se procedi6 a cubrir la cAmara, se conect6 a la fuente de poder a 180 V durante
80 min.

Pasado el tiempo de corrida, se desconect6 los electrodos una vez que la
fuente de poder se haya apagado, se desmont6 la camara de electroforesis y
la matriz, separando las placas de vidrio con cuidado asi evitar la ruptura del
gel.

Se hizo una pequefia muesca al borde inferior del gel para ubicar el orden en
que fueron sembradas las muestras.

El buffer de electroforesis o de corrida fue devuelta al frasco original para una
posterior corrida, puede ser usado hasta 6 veces.

Las placas de vidrio, la liga hermética, los espaciadores y el peine fueron
lavados con abundante agua para remover trazas de poliacrilamida y/o

muestras.
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3.10. Etapa VII: Coloracién y revelado de proteinas

Se sumergié el gel de poliacrilamida en un envase de plastico de tamafio 20 cm
x 30 cm, conteniendo la solucion de coloracion azul brillante de Coomasie hasta
cubrir completamente el gel por 35 min a 100 rpm (anexo 6).

Pasado el tiempo de incubacion, devolver la solucion de coloracién a su frasco
original.

Se enjuago el excedente de solucion colorante con agua bidestilada autoclavada
y se desecho.

Se realiz6 la primera decoloracion sumergiendo el gel en solucion de decoloracion
por 1 hora en el agitador a 100 rpm, terminado el tiempo se descarta la primera
solucion de decoloracién en un envase aparte para su posterior neutralizaciéon
para su reutilizacion.

Se realiz6 la segunda decoloracion repitiendo el proceso anterior en agitacion

overnight.

3.11. Anadlisis estadistico

Los datos son presentados en tablas y graficos mostrando los principales

estadisticos descriptivos de tendencia central, dispersion y de desviacion

estandar.
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IV. RESULTADOS
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Figura 4. Sefializacion de bandas en electroforesis SDS-PAGE de prolaminas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) al 15 % Carril: M, MP (WSHT MKPO0Q07), carril 1, 2, 3y 4
accesion negra, blanca, roja y amarilla de Chiara; 5, 6, 7 y 8 accesion blanca, negra, roja
y amarilla de Acocro; 9, 10, 11 y 12 accesién blanca, negra, amarilla y roja de Vilcas
Huaman; réplica N° 1
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Figura 5. Sefializacion de bandas en electroforesis SDS-PAGE de prolaminas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) al 15 % Carril: M, MP (WSHT MKPO0Q7), carril 1, 2, 3y 4
accesion blanca, negra, roja y amarilla de Chiara; 5, 6, 7 y 8 accesion negra, blanca, roja
y amarilla de Acocro; 9, 10, 11 y 12 accesién negra, blanca, roja y amarilla de Vilcas

Huaman; réplica N° 2.
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Figura 6. Sefializacion de bandas en electroforesis SDS-PAGE de prolaminas de quinua
(Chenopodium quinoa Willd.) al 15 % Carril: M, MP (WSHT MKPO0Q7), carril 1, 2, 3y 4
accesion blanca, negra, roja y amarilla de Chiara; 5, 6, 7 y 8 accesion negra, blanca, roja
y amarilla de Acocro; 9, 10, 11 y 12 accesién negra, blanca, roja y amarilla de Vilcas

Huamén; réplica N° 3.
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Tabla 4. Estimacion de pesos moleculares de prolaminas en 4 accesiones de
Chenopodium quinoa Willd "quinua" provenientes de los distritos de Vilcas Huaman (VI-),
Acocro (AC-) y Chiara (CH-), Ayacucho 2024.

Peso molecular

Lugar Accesion Banda (kDa)
Blan 1 14
(\?IBC)a 2 13
G 3 11
% Negra 1 13
2 (VIN) 2 11
7] T
S Amarilla 1 15
g (VIA)
Roja
1 1
(VIR) S
1 17
2 15
Blanca
3 14
ACB
( ) 4 13
5 12
Negra
° (ACN) 1 14
3 1 16
(&)
< 2 15
Amarilla 3 14
(ACA) 4 13
5 12
6 11
Roja
1 15
(ACR)
Blanca
1 14
(CHB)
Negra
1 14
(CHN)
©
E 1 16
6 Amarilla 2 14
(CHA) 3 13
4 11
Roja
1 14
(CHR)
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Tabla 5. Cuantificacion de prolaminas de 4 accesiones con 3 réplicas Chenopodium quinoa
Willd "quinua" mediante la técnica de Bradford provenientes del distrito de Vilcas Huaman
(VI-), Ayacucho 2024.

Promedio de [Prola [Prola

. ABSORBANCIAS . _ .
Lugar Muestra Réplica absorbancias minas] minas]
Repeticiones (A) 595 (ug/uL)  (mg/kg)
1 0,043 0,048 0,042 0,044 0,0007 0,747
Blanca
ViB) 2 0,057 0,053 0,051 0,054 0,0011 1,145
3 0,052 0,055 0,059 0,055 0,0012 1,216
1 0,030 0,026 0,028 0,028 0,0001 0,051
Negra
5 2 0,008 0,009 0,008 0,008 - -
£ (VIN)
s 3 0,021 0,022 0,021 0,021 - -
ﬁ 1 0,067 0,070 0,063 0,067 0,0017 1,700
8 Amarilla
= 2 0,062 0,059 0,063 0,061 0,0015 1,472
> (VIA)
3 0,068 0,068 0,065 0,067 0,0017 1,714
1 0,039 0,041 0,043 0,041 0,0006 0,611
Roja
(VIIJ?) 2 0,035 0,031 0,033 0,033 0,0003 0,260
3 0,058 0,052 0,057 0,056 0,0012 1,231
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Tabla 6. Cuantificacion de prolaminas de 4 accesiones con 3 réplicas de Chenopodium
quinoa Willd "quinua" mediante la técnica de Bradford provenientes del distrito de Acocro
(AC-), Ayacucho 2024.

ABSORBANCIAS Promedio de [Prola [Prola
Lugar Muestra Réplica o absorbancias minas] minas]
Repeticiones
(A) 595 (Mg/pL)  (mg/kg)
1 0,100 0,091 0,099 0,097 0,0030 2,980
Blanca
(ACB) 2 0,054 0,055 0,050 0,053 0,0011 1,118
3 0,036 0,032 0,037 0,035 0,0003 0,337
1 0,058 0,064 0,053 0,058 0,0013 1,344
Negra
2 0,023 0,021 0,025 0,023 - -
(ACN)
g 3 0,027 0,020 0,024 0,024 - -
§ 1 0,146 0,134 0,138 0,139 0,0048 4,802
Amarilla
(ACA) 2 0,087 0,077 0,083 0,082 0,0024 2,363
3 0,041 0,044 0,042 0,042 0,0007 0,662
Roi 1 0,044 0,047 0,042 0,044 0,0007 0,747
oja
(ACJR) 2 0,089 0,082 0,085 0,085 0,0025 2,495
3 0,036 0,035 0,039 0,037 0,0004 0,421
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Tabla 7. Cuantificacion de prolaminas de 4 accesiones con 3 réplicas de Chenopodium
quinoa Willd "quinua" mediante la técnica de Bradford provenientes del distrito de Chiara
(CH-), Ayacucho 2024.

Absorbancias Promedio de [Prola [Prola

Lugar Muestra Réplica o absorbancias minas] minas]
Repeticiones

(A) 595 (ug/uL)  (mg/kg)

1 0,024 0,022 0,021 0,022 - -

CHB 2 0,020 0,023 0,021 0,021 - -

3 0,034 0,037 0,036 0,036 0,0004 0,3780

1 0,038 0,036 0,038 0,037 0,0004 0,4490

CHN 2 0,016 0,017 0,014 0,016 - -

o 3 0,029 0,021 0,025 0,025 - -

g 1 0,068 0,035 0,039 0,047 0,0009 0,8754

CHA 2 0,047 0,043 0,040 0,043 0,0007 0,7048

3 0,055 0,052 0,050 0,052 0,0011 1,0885

1 0,034 0,039 0,035 0,036 0,0004 0,3922

CHR 2 0,035 0,067 0,031 0,044 0,0007 0,7475

3 0,035 0,032 0,027 0,031 0,0002 0,1933
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Figura 11. Comparacion de prolaminas en 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd
"quinua" del distrito de Vilcas Huaman, Ayacucho 2024.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos revela importantes variaciones en las concentraciones
de prolaminas entre diferentes accesiones y entre los lugares de origen de
recoleccion de Chenopodium quinoa Willd. La prolamina, es una de las fracciones
de proteinas que componen la fuente de reserva en las semillas de quinua, asi
como del trigo, maiz y la cebada. Mu et al. (2023) reconoce que en proporciones
de 35, 37, 9 y 15 % de albuminas, globulinas, prolaminas y glutelinas
respectivamente estan presentes en la semilla de quinua a comparacion con
cereales de uso tradicional como el trigo, donde las prolaminas constituyen un
80% del total de proteinas, contradiciendo a Burrieza et al. (2020), quien tomo
como muestra de evaluacién una variedad representativa de 4 paises (Ecuador,
Peru, Bolivia y Chile) siendo insuficiente en la colecta y andlisis de data, ya que
s6lo en el Per( existe mas de 3 mil ecotipos, 20 variedades comerciales y 4
accesiones reconocidos por el MINAGRI y la FAO a cargo de Apaza Mamani et
al. (2013) y afianzando el presente trabajo de investigacién y sus respectivos
reportes.

Lo particular en nuestro estudio muestra que la cuantificacién de prolaminas en
las cuatro accesiones de quinua arrojo valores de 0,051 mg/kg hasta 2,609 mg/kg,
que refleja la variabilidad, estos resultados concuerdan con estudios previos que
reportan la presencia de fracciones proteicas, sin excluir la prolamina, que no solo
varia entre accesiones, sino también de su ambiente de desarrollo; como indica
Zevallos et al. (2012), quién analizé 15 tipos de quinuas, de los cuales 4 de ellos
presentaron concentraciones cuantificables de epitopos téxicos estimulando
lineas de células T a niveles similares a las reacciones de la gliadina (trigo), la
mayoria de accesiones de quinua no poseen cantidades cuantificables de
epitopos.

La cuantificaciéon de proteinas se determind en base a la metodologia descrita por
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Bradford, se utilizé6 una curva de lienalizacién de estandares de BSA (albumina
sérica bovina) la concentracion de la solucién patron fue 0,1mg/mL y la lectura de
absorbancia fue a 595 nm (Compton & Jones, 1985). Los resultados al comparar
las 4 accesiones se destaca la clara tendencia que la accesién amarilla exhibié la
concentracion mas alta de prolaminas, seguida por blanca, roja y negra de todas
las localidades. Las accesiones de quinua amarilla entre las réplicas y repeticiones
de las diferentes localidades (Tabla 5, Tabla 6 y Tabla 7) siendo en la localidad de
Acocro un 2,609 mg/kg (Figura 12) lo cual es significativamente superior al
contenido en Vilcas Huaman, 1,478 mg/kg y Chiara, 0,890 mg/kg; dando vestigios
de la interaccion de factores genéticos y las condiciones ambientales que
favorecieron la sintesis de esta proteina.

Por otro lado, la accesion blanca también mostré altos valores, especificamente
de la zona de Acocro (1,478 mg/kg), la accesion negra reporta valores bajos en
Vilcas Huaman y un con mayor contenido en Acocro, 0,051 mg/kg y 1,344 mg/kg
respectivamente, mientras que la accesion roja mostré un patrén intermedio con
valores altos en Acocro y mas bajos en Chiara con 1,221 mg/kg y 0,444 mg/kg
respectivamente. Estos datos sugieren que la variabilidad en el contenido de
prolaminas puede estar relacionada con las condiciones de cultivo, asi como la
disponibilidad de nutrientes, agua y la altitud (Rizzo et al., 2023). Estas variaciones
sugieren una influencia genética en la expresién de prolaminas en la quinua, lo
cual es coherente con estudios previos que indican una correlacién entre mayores
concentraciones de prolaminas y un mayor riesgo de desencadenar respuestas
inmunolégicas en pacientes celiacos.

Con respecto al perfil electroforético, el protocolo para el fraccionamiento segun
Osborne tuvo modificaciones sustanciales tanto en metodologia, solventes,
tiempo de deslipidizacién, el fraccionamiento y extraccion de albuminas,
globulinas; esto para obtener concentraciones lo mas cercano a prolaminas, asi
para su adecuado andlisis como ha reportado Barba de la Rosa et al., 2009;
Maldonado-Cervantes et al. 2010 y las modificaciones de extraccion de Rodriguez
et al., 2011, de esta manera en las Figura 4, Figura 5 y Figura 6 se observan las
3 réplicas de los geles de poliacrilamida, bandas de bajo peso molecular que
fueron solubles en 2-propanol al 70 % y en la Tabla 4, la estimacién de pesos
moleculares de prolaminas obtenidas la linealizacion de los estandares de peso
molecular del marcador de proteinas WSHT MKp007 mediante 3 réplicas con 3

repeticiones cada uno, Figura 7, Figura 8 y Figura 9. En la accesiones obtenidas
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de Vilcas Huaméan mostraron 7 bandas con pesos de 14, 13 y 11 kDa, indicando
una mayor similitud entre las accesiones negras y blancas; en Acocro se muestra
13 bandas con pesos de 11 kDa hasta los 17 kDa, sefialando la accesién amarilla
quien tiene un perfil mucho mas complejo con multiples bandas; por consiguiente
las accesiones de Chiara son idénticas en su perfil electroforético con 7 bandas
que van desde los 11, 13, 14 y 16 kDa.

Obtener las similitudes entre los pesos moleculares observados (entre 11 y 17
kDa) sea repetitivo de manera constante en las tres réplicas y repeticiones indica
gue los resultados no son productos de errores técnicos o variaciones aleatorias
en la electroforesis, bandas como de 15 kDa se encontr6 en Vilcas Huaman,
Acocro y Chiara, demuestra que esta prolamina es una caracteristica distintiva de
estas accesiones, independientemente del lugar de origen; este resultado es
avalada en diversos trabajos de investigacion que moléculas >30 kDa
corresponden a una Optima extraccion y facil interpretacion (Barba de la Rosa et
al., 1992; Segura-Nieto et al., 2002; Udaka et al., 2000; Xing et al., 2023). Estudios
como este, que tienen como objetivo el cuantificar, comparar, determinar la
correlacion del contenido de prolaminas entre diferentes accesiones, la
identificacion de pesos moleculares libre de sesgo permite arribar a conclusiones
confiables sobre la diversidad proteica.

Para los alimentos etiquetados como “gluten-free” son considerados en las
proporciones menores de 20 mg/Kg (FAO, 2007; Scherf et al., 2021). A esta
premisa surge una observacion critica al analizar mas detenidamente los
resultados obtenidos con la accesion amarilla. Esta accesion no solo exhibio en
las 3 réplicas concentraciones cuantificables de prolaminas, que aun
encontrandose son inocuas para el consumo poblacional, se determina que si hay
presencia de prolaminas en las accesiones de quinua; sin embargo, el tema de
contenido de prolaminas en Chenopodium quinoa Willd bajo las normativas del
WGPAT (2011) indica la escasa informacion basada en investigaciones, este
trabajo reforzara e incrementara el grueso de informacién necesaria.

Por ultimo, el uso de réplicas y repeticiones fue fundamental para garantizar la
precision y confiabilidad de los resultados obtenidos en los diversos ensayos, este
enfoque asegura que los pesos moleculares de las bandas detectadas son
consistentes y representan lo mas cercano posible a las proteinas reportadas de
cada accesion, cuando se comparan el perfil electroforético con los datos

cuantitativos del contenido de prolaminas (mg/kg) sugiere que la electroforesis
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puede estar relacionada con una mayor concentracion total de prolaminas lo que
podria tener importantes implicaciones para su eleccion y uso en futuros estudio

y aplicaciones biotecnoldgicas.
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VI. CONCLUSIONES

Se cuantificd prolaminas en cuatro accesiones de Chenopodium quinua Willd
“‘quinua” 0,051 mg/kg accesién negra y 1,629 mg/kg en accesion amarilla,
ambas de localidad de muestreo de Vilcas Huaman; 2,609 mg/kg en accesion
amarilla y 1,221 mg/kg en accesion roja, ambas de localidad de muestreo de
Acocro ; 0,378 mg/kg en accesion blanca y 0,890 mg/kg en accesion amarilla,
ambas de localidad de muestreo de Chiara, indicando que la mayor cantidad de
prolaminas se encontrd en Acocro, seguidas de Vilcas Huaman y de Chiara.
Se determind el perfil electroforético de prolaminas en las accesiones blanca,
negra, amarilla y roja de las localidades de Vilcas Huaman, Acocroy Chiara, con
un total bandas de 7; 12 y 7 bandas respectivamente a los lugares de muestreo.
El contenido de prolaminas entre las cuatro accesiones de Chenopodium quinua
Willd “quinua” de todas las zonas de muestreo indicaron mayor presencia de
prolaminas en la accesién amarilla de Chiara, Vilcas Huaman y Acocro.

Los pesos moleculares estimados de prolaminas de Chenopodium quinoa Willd
en blanca: 11 a 17; en negra: 11 a 14; en amarilla: 11 a 16 y en roja: 14 a 15

kDa respectivamente.
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VIl. RECOMENDACIONES

Realizar estudios adicionales que comprometan la influencia de factores
agroecolégicos especificos en el contenido de prolaminas, para asi poder
entender mejor la variabilidad de prolaminas entre localidades.

Incluir estudios de aminoacidos, para comprender la diversidad aminoacidica
de las prolaminas de la quinua y su relacion con las diferentes accesiones.
Ampliar el analisis proteico de mas accesiones sobre el papel de las
prolaminas y la seguridad alimentaria.

Profundizar estudios de las caracteristicas fenotipicas y genotipicas y la

relacién con el contenido de prolaminas segun el tipo de accesion.
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Anexo 1. Clasificacion taxonémica de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd,

Ayacucho 2024.

CONSTANCIA

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

Que, el Bachiller. en Ciencias Biolégicas, Sr. Marco Antonio, BORDA
LIZARBE, ha solicitado la identificacion de una muestra vegetal para trabajo de

tesis.

Dicha muestra ha sido determinada segln el Sistema de Clasificacién 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.
N.V. : “quinua”

VARIEDADES : Amarilla, Blanca, Negra y Roja

Se expide la certificacion correspondiente a solicitud del interesado para

los fines que estime conveniente.

Ayacucho, 24 de Mayo del 2024

IME MEDINA
BIOLOGA
Reg. C.B.P. N° 583 C.R. - XIII
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Anexo 2. Preparacion de soluciones para la fragmentacion de proteinas (método

modificado de Osborne).

A. Preparacion de reactivo para extraccion de albuminas.

COMPONENTE CANTIDAD
NacCl 10g
pH 3

Mezclar el NaCl en 10 mL de H20 desionizada y auto clavada, enrazar a 100 mL.

B. Preparacion de reactivo para extraccion de globulinas 7s.

COMPONENTE CANTIDAD
NaHPO4 0,142 g
EDTA 0,036 g
NaCl 0,568 g
pH 7,5

Mezclar los reactivos en 10 mL de H20() desionizada y auto clavada, enrazar a 100 mL.

C. Preparacion de reactivo para extraccion de globulinas 11s.

COMPONENTE CANTIDAD
NaHPO4 0,142 g
EDTA 0,036 g
NaCl 4,67 g
pH 7,5

Mezclar los reactivos en 10 mL de H20() desionizada y auto clavada, enrazar a 100 mL.

D. Preparacién de reactivo para extraccion de prolaminas.
COMPONENTE CANTIDAD
2-propanol 35mL

Mezclar el 2-propanol en 10 mL de H20() desionizada y auto clavada, enrazar a 50 mL.
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Anexo 3. Preparacioén de soluciones de trabajo para preparar gel SDS-PAGE (método de

Laemmli).

A. Solucién de trabajo acrilamida/bis acrilamida al 40 %

Componentes Cantidad Concentracion final
Acrilamida 38,99 38,9%
Bis acrilamida 11g 1,1 %

Disolver con H20( 100 mL y conservar

B. SDSal 10%
Disolver 10 g de SDS en 80 mL de agua bidestilada, llevar a pH 7,2 con 10 N de

NaOH, finalmente se completa a 100 mL con la misma agua.

C. PERSULFATO DE AMONIO AL 10 % (APS)

Pesar 100 mg y diluir en un volumen final 1mL con agua tridestilada.

D. TEMED
Dispensar 1,5 mL en un tubo Eppendorf del envase original, cubrir con papel

aluminio, mantener refrigerado y fuera del alcance de la luz.

E. BUFFERTRIS1,5MapH 8,8
Pesar 181,65 g de tris base (Tris (hidroximetil aminometano)) y enrasar con agua
bidestilada hasta 1L, ajustar el pH a 8,8 con HClc.

F. BUFFERTRIS0,5MapHG6,8

Pesar 60,55 g de tris base (Tris (hidroximetil aminometano)) y enrasar con agua

bidestilada hasta 1L, ajustar el pH a 6,8 con HClc.
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Anexo 4. Preparaciones de geles SDS-PAGE (método de Laemmli).

A. Gel separador al 15 %

Componentes Volumen de la solucién
Gel al 15% 5 mL (1 camara)
H20ud 1,1 mL
Acrilamida/bisacrilamida 40 % 2,5mL
Tris 1,5M pH 8,8 1,3mL
SDS 10 % 50 pL
Persulfato de amonio 10 % 25 pL

TEMED

5 pL

B. Gel concentrador al 5 %

Componentes

Volumen de la solucion

Gel al 5%

H20bq
Acrilamida/bisacrilamida 40 %
Tris 0,5M pH 6,8

SDS 10 %

Persulfato de amonio 10 %
TEMED

1,8 mL (1 camara)
0,98 mL
0,38 mL
0,34 mL
50 pL
25 pL
3 uL
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Anexo 5. Preparacion de soluciones para corrida electroforética de gel SDS-PAGE

(método de Laemmli).

A. Buffer de electroforesis tris-glicina 10x para proteinas

Reactivos 10x Concentracion final
STris base 769 0,25 M
Glicina 37,59 2M

SDS 259 1%

Preparar en un vaso precipitado con 100 mL de agua bidestilada y enrazar hasta 250 mL,

ajustar a pH 8,3 con HCI concentrado.

B. Preparacion de tampén de carga 4x

Componentes 10 mL Concentracién final
Tris 0,5 M pH 6,8 2,5mL 0,125 M
SDS al 10 % 2,5mL 2,5%
2-Mercaptoetanol 2,5mL 25 %
Glicerol 2,5mL 25 %
Azul de bromofenol 1mg 0,1 mg/mL

Mantener refrigerado minimamente a 4° C.

58



Anexo 6. Preparacion de soluciones para la coloracion y decoloracion de gel SDS-PAGE

(método modificado de Laemmli).

A. Solucidén colorante azul brillante de Coomassie mixta

Componentes 200 mL
Azul brillante de Coomassie G-250 0,1g
Azul brillante de Coomassie R-250 0,1g
Sulfato de cobre 0,3¢g
Metanol 60 mL
Acido acético glacial 20 mL
Agua bidestilada 120 mL

Filtrar la solucién final en papel Whatman N°1 y disponer en envase color ambar, conservar

en refrigeracion.

B. Solucién decolorante

Componentes 250 mL
Metanol 95 % 25 mL
Acido acético glacial 12,5 mL
Agua bidestilada 212,5mL

Disponer en envase color ambar, conservar en refrigeracion.
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Anexo 7. Flujograma de proceso de extraccion de fracciones proteicas segun metodologia
modificada de Osborne.

Extraccion segun

Oshorne

Molienda1,5g
Centrifugar 3500 rpm
1,5 g de harina, cubrir x 15' a 4°C, extraer el
con 5 mL de n-Hexano, sobrenadante a tubos
vortex x 20" Extraccién de nuevos, llevar a

lipidos refrigeracion a 4 °C

| EXTRACCION

Resuspender el pellet
con 5 mL de: NaCl 10%,
pH3

Vortex 30" 4 °C,
centrifugar 30" x 4 °C x
3500 rpm

Extraccion de
albimina

Il EXTRACCION

Resuspender el

pellet con 5 mL de: 10 Vortex 30" 4 °C,
mM Na;HPO4 1 mM centrifugar 30' x 4 °C x
EDTA, 0,1 M NaCl, pH Extracritn e 3500 rpm

75 globulina 7S

Resuspender el
pellet con 5 mL de: Vortex 30" 4 °C,
10 mM NazHPO4, 1 centrifugar 30" x 4 °C x
mM EDTA, 0,8 M Extraccién de 3500 rpm

NaCl, pH 7,5 globulina 11S

Resuspender el Vortex 30" 4 °C,
pellet en 5 mL de centrifugar 30" x 4 °C x
2-propanol 70 % Extraccién de 3500 rpm

prolaminas
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Anexo 8. Flujograma para la preparacion de geles para camara pequena de 1,5 mm.

Preparacién de
geles

Gel separador Gel concentrador

15 % poliacrilmida 5 % poliacrilamida

Agua :0,98 mL
Ag_ua}: 1,1 mL Acri/bis: 0,38 mL
~ Acri/bis: 2,5 mL Tris 1,5 M pH 8,8: 0,34 mL
Tris 1,5MpH 8,8: 1,3 mL SDS 10 %: 50 pL
SDS 10 %: 50 pL APS 10 %: 25 pL
APS 10 %: 25 pL TEMED: 3 pL
TEMED: 5 pL 1,8 mL

5mL
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Anexo 9. Vista panoramica del centro poblado de San Miguel de Motoy y Motoy alto —
distrito de Chiara, Ayacucho 2024.
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Anexo 10. Recoleccion de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” en el
distrito de Chiara, Ayacucho 2024.
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Anexo 11. Vista panoramica de los centros de agricultura de Seccelambras, Chontaca y

Acocro respectivamente del distrito de Acocro, Ayacucho 2024.
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Anexo 12. Recoleccion de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” en el

distrito de Acocro, Ayacucho 2024.
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Anexo 13. Vista panoramica del distrito de Vilcas Huaman — Vilcas Huaman, Ayacucho
2024.
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Anexo 14. Recoleccion de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” en el

distrito de Vilcas Huaman, Ayacucho 2024.

TR
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Anexo 15. Muestras libres de impurezas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd

“quinua” provenientes de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman, Ayacucho 2024.

|

Muestras de Chenopodium quinoa Willd “quinua” proveniente del distrito de Acocro

|

Muestras de Chenopodium quinoa Willd “quinua” proveniente del distrito de Vilcas Huaman

Muestras de Chenopodium quinoa Willd “quinua” proveniente del distrito de Chiara
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Anexo 16. Proceso de deslipidizaciéon con N-hexano de 4 accesiones Chenopodium
quinoa Willd “quinua” provenientes de los distritos de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman,
Ayacucho 2024.

’:

Tesista en proceso de extraccién de lipidos con N-hexano en muestras molidas de 4
accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”

Muestras molidas con N-hexano de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”
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Muestras molidas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” después de

24 horas de agitacion constante a 100 rpm.

Muestras molidas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua” centrifugadas

y en reposo por 24 horas para la total eliminacién de N-hexano por evaporacién.
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Anexo 17. Proceso de extraccion de proteinas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa

Willd “quinua” provenientes de los distritos de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman, Ayacucho
2024.
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Anexo 18. Proceso de extraccion de prolaminas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa

Willd provenientes de los distritos de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman, Ayacucho 2024.

UNIVERSIDAD NACIONAL D! !

| HUAMANG!
| FACULTAD DE CIENCA™
ESCUELA PROFESIOV-

SOLUCION DE xTRA™"
Marco Antonio Borés
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Aislados de prolaminas de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”

provenientes de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman
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Anexo 19. Preparacién de estandares de BSA al 10 % para la curva de calibracion

mediante la técnica de Bradford.

Tesista afiadiendo la solucion de Bradford a diferentes concentraciones de BSA al 10 %.

- 1r+9

Escala de colorimetria a causa de la reaccion de Bradford a diferentes concentraciones de
BSAal 10 %.

75



Anexo 20. Tesista resuspendiendo concentrado de proteinas de prolamina en 1000 pL de
H20 bidestilada, desionizada y autoclavada de 4 accesiones de Chenopodium quinoa Willd

“quinua”.
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Anexo 21. Corrida de electroforesis SDS-PAGE de las 4 accesiones de Chenopodium

quinoa Willd “quinua” provenientes de los distritos de Chiara, Acocro y Vilcas Huaman.

Armado de matrices de gel SDS-PAGE al 15 % (separador) y 5 % (concentrador).
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Observacion de bandas en matriz SDS-PAGE en el transiluminador.
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Anexo 22. Matriz de consistencia.

Titulo: Contenido de prolaminas en cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, Ayacucho 2023.

Autor: Bach. Marco Antonio Borda Lizarbe

Asesor: Dra. Roberta Brita Anaya Gonzalez,

Mg. Reynan Céndor Alarcon

Problema

Objetivos

Hipdétesis

Variables e indicadores

Metodologia

.Sera diferente el
contenido de
prolaminas en
cuatro accesiones

de Chenopodium
quinoa; Willd
“quinua”?

Objetivo general

Evaluar la

variabilidad  del

contenido de prolaminas en cuatro

accesiones

de Chenopodium

quinoa Willd “quinua”.

Objetivos especificos

1.

4.

. Determinar el

. Comparar el

Cuantificar  prolaminas en
cuatro accesiones de
Chenopodium quinoa Willd
“quinua”.

perfil
electroforético 2D mediante su
densitometria de los aislados
de prolaminas en cuatro
accesiones de Chenopodium
quinoa Willd “quinua”.
contenido de
prolaminas entre las cuatro
accesiones de Chenopodium
quinoa Willd “quinua”.

Analizar la correlaciéon entre
los perfiles de prolaminas de
las diferentes accesiones de
Chenopodium quinoa Willd
“quinua”.

Ho: El contenido de
prolaminas en cuatro
accesiones de
Chenopodium quinoa;
Willd “quinua” no son
diferentes.

Ha: El contenido de
prolaminas en cuatro

accesiones de
Chenopodium quinoa;
Willd  “quinua” son
diferentes.

Variable principal

Cuatro accesiones de
Chenopodium quinoa Willd
“‘quinua”.

Indicador

Cuatro accesiones de quinua
(blanca, amarilla, roja vy
negra)

Variable secundaria
Contenido de prolaminaen

cuatro accesiones de

Chenopodium quinoa Willd

“quinua”.

Indicador

e Concentracion de
prolamina en mg%

e Estimacion de peso
molecular de las
prolaminas

Indicador

Perfil de prolamina: kDa

Tipo de investigacion

Bésica

Nivel de investigacién
Descriptiva

Método

Descriptivo

Disefio Poblacion

Semillas de  Chenopodium
guinoa Willd “quinua” del distrito
de Vilcas Huaman, Chiara y
Acocro

Muestra

Un Kg de semillas de cuatro
accesiones de Chenopodium
quinoa Willd “quinua” (blanca,
roja, negra y amarilla).
Muestreo

Por conveniencia

Unidad de analisis

1.5 g de harina de semillas de
Chenopodium  quinoa  Willd
“quinua” dulce y amarga.
Métodos instrumentales
Analisis por método de Osborne
modificado y electroforesis 1D.
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ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
Bach. Marco Antonio BORDA LIZARBE
RESOLUCION DECANAL N° 483-2024-UNSCH-FCB-D

En la ciudad de Ayacucho, siendo las nueve de la mafana del dia viernes veintidos de
noviembre del afio dos mil veinticuatro; se reunieron los miembros del Jurado Evaluador en el
Auditorio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de
Huamanga, participando como presidente el Dr. Saturnino Martin Tenorio Bautista, Dr. Jesus
De La Cruz Arango (miembro — jurado), el Dr. Gilmar Pefia Rojas (miembro — jurado), Blgo.
Tomas Yuret Miranda Tomasevich (miembro — jurado), Dra. Roberta Brita Anaya Gonzalez
(miembro — asesora) actuando como secretaria docente encargada la Blga. Rosana Luzia
Ventura Cavero con memorando N° 358-2024-UNSCH(IN)-FCB de fecha diecinueve de
noviembre de dos mil veinticuatro, para presenciar la sustentacion de tesis titulada: Contenido
de prolaminas en cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”. Presentado
por el Bach. Marco Antonio BORDA LIZARBE, el presidente luego de verificar la
documentacién presentada, indicé a la secretaria docente dar lectura a la documentacion
generada que refrenda el presente acto académico, luego de ello dispuso el inicio del acto de
sustentacion, indicando al sustentante que dispone de cuarenta y cinco minutos para exponer
su trabajo de investigacion tal como establece el Reglamento de Grados y Titulos de la Escuela
Profesional de Biologia de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Culminada
la exposicién, el presidente invitd a cada uno de los Miembros del Jurado a participar con sus
observaciones, sugerencias y preguntas al sustentante. Culminada esta etapa, el presidente
invit6 al sustentante y al publico asistente a abandonar momentaneamente el Auditorio de la
Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga
para que los miembros del jurado evaluador puedan realizar las deliberaciones y calificaciones;
cuyos resultados son los que se consignan a continuacion:

Miembros del Jurado Evaluador Exposicion Respuesta/preguntas Promedio
Dr. Jesus DE LA CRUZ ARANGO 17 17 17
Dr. Gilmar PENA ROJAS 15 14 15
Blgo. Tomas Yuret MIRANDA TOMASEVICH 19 19 19
PROMEDIO 17

El sustentante alcanzé el promedio de 17 aprobatorio. Acto seguido, el presidente autorizé el
ingreso del sustentante y el pablico al Auditorio de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad Naciona! de San Cristobal de Huamanga dando a conocer los resultados e
indicando que de este modo se da por finalizado el presente acto académico, siendo las once
con veinte minutos de la mafiana; firmando al pie del presente en sefial de conformidad.
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Dr. Satusnino-Martim TENORIO BAUTISTA Dr. Jesfs DE [A"CRUZ ARANGO

Presidente Miembro — jurado

Dr. Gilm rP\FﬁIA ROJAS Bigo. Tomag ¥yret MIRANDA TOMASEVICH
Miembro’— jurado iembro — jurado

Sweilit {

Dr. Roberd Brita ANAYA GONZALEZ Blga.Rosana [fuzia VENTURA CAVERO
Miembro — asesora Secretaria docente (e)




FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

DECANATURA - ESCUELA PROFESIONAL DE BIOLOGIA

CONSTANCIA DE ORIGINALIDAD DE TRABAJO DE TESIS
N° 93-2024-FCB-D

Yo, FIDEL RODOLFO MUJICA LENGUA, Director de la Escuela Profesional de Biologia de
la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional de San Cristdbal de
Huamanga; autoridad encargada de verificar la tesis titulada: Contenido de prolaminas en
cuatro accesiones de Chenopodium quinoa Willd “quinua”, por MARCO ANTONIO
BORDA LIZARBE; he constatado por medio del uso de la herramienta TURNITIN,
procesado CON DEPOSITO, una similitud de 10%, grado de coincidencia, menor a lo que
determina la ausencia de plagio definido por el Reglamento de Originalidad de Trabajos de
Investigacion de la UNSCH, aprobado con Resolucion del Consejo Universitario N° 039-
2021-UNSCH-CU.

En consecuencia, la tesis cumple con las normas para el uso de citas y referencias

establecidas por la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga. Se acompaiia el
INFORME FINAL DE TURNITIN correspondiente.

Ayacucho, 11 de diciembre de 2024.
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