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RESUMEN. El objetivo del estudio fue establecer la distribucién
de las protefnas en las fracciones fisicas de harina de amaranto, en
particular entre la harina del germen y la harina del perispermo.
La distribucién de las proteinas se obtuvo aplicando la serie de
solventes utilizadas en la Metodologia de Osborne & Mendel. La
muestra de 2000 g de A. cruentus se dividié en cuatro partes iguales
de 500 g. Una se tomé como control y las restantes fueron molidas
individualmente con un molino de 3 fases. Cada harina fue luego
tamizada por 18, 20, 30 y 40 mesh, obteniendo de cada lote de
harina 5 fracciones. Muestras de estas harinas se observaron por
estereoscopfa y se analizaron por humedad, grasa y proteina. Estas
caracteristicas sugirieron que la fraccién retenida en 30 mesh y la
que pasaba 40 mesh posiblemente erd el perispermo y el germen
respectivamente. La de 30 mesh contenfa 2.34% de grasa y 9.05%
de protefna mientras que la que pasé 40 mesh contenia 16.18%
grasa y 26.46% de proteina. La extraccién y fraccionamiento de
las proteinas indicé que las fracciones proteinicas mds importantes
tanto en germen como en el perispermo fueron las solubles en agua
y glutelinas medidas por Kjeldahl. La relacién solubles en agua +
globulinas a glutelinas fue de 2.1 a 1 en el grano, de 1.9 a | en el
perispermo y de 1.7 a 1 en el germen. La distribucion de las
proteinas en el perispermo es muy similar a la distribucién en el
germen. Los niveles de prolaminas en los dos tejidos son
significativamente bajos. La extraccién de las protefnas de la harina
retenida en 30 mesh posiblemente el perispermo fue 71.1% medido
por Kjeldahl y fue de 47.4% por el método de Bradford.
Palabras claves: Grano de amaranto, harinas, fracciones de
diferentes granulomeiria, composicién quimica, distribucién
protefnica, perispermo y germen.

INTRODUCCION

El grano de amaranto en una planta ancestral de uso
popular entre los antiguos habitantes del continente latino
americano. La descontinuacién de su uso se debié mas a
Supersticiones que a un razonamiento cientifico, sin embargo
en base a sus cualidades nutritivas y potencial de uso en
?limemos, su disponibilidad y utilizacién se estd
Incrementando. Durante los dltimos 20 afios, el grano de
amaranto se ha estudiado extensamente, tanto desde el punto
de vista genético agronémico como en los otros eslabones
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SUMMARY. Protein fraction distribution in milling and
screened physical fractions of Grain amaranth. The purpose of
the study was to establish the protein distribution based on solubility

in physical fractions of amaranth flour, in particular between the
flour from the germ and that from the perisperm. The protein
distribution was obtained applying a series of solvents sequentially
utilized in the classical methodology of Osborne & Mendel. The
sample of A. cruentus weighing 2000 g was divided into 4
subsamples of 500 g each. One was left as the control while the -
other 3 were ground individually with a mill. Each flour was
screened through 18, 20, 30 and 40 mesh screens, so that 5 fractions
were obtained from each of the whole grain flours. Samples of
each screened fractions were observed by stereoscopy and analyzed
for moisture, fat and protein. This characterization suggested that
the fraction above the 30 mesh screen and the flour which passed
the 40 mesh screen probably were the perisperm and germ
respectively. The 30 mesh sample contained 2.34 fat and 9.05%
protein while the 40 mesh contained 16.18% fat and 26.46 % protein.

The extraction and partitioning of the proteins indicated that the
most important fractions in germ and perisperm were the water
soluble and glutelins measured by Kjeldahl. The relationship of
the water soluble + globulin to glutelin ratio was 2.1 to 1 in the
whole grain, 1.9 to 1 in the perisperm and 1.7 to 1 in the germ. The
distribution of proteins was very much alike between germ and
perisperm. The levels of prolamines were quite low. The protein
extraction of the perisperm proteins retained on the 30 mesh screen
was low (71.1%) measured by Kjeldahl and 47.4% with the Bradford
method to measure protein.

Key words: Grain amaranth, flour of different particle size,
chemical composition, protein distribution, perisperm and germ.

de la cadena alimentaria, incluyendo desarrollo de productos
y valor nutritivo (1-3). El alto potencial del amaranto como
fuente alimenticia se basa en su alto contenido de proteina
que varia entre 13-18% (4-6). Ademds esa proteina esta
compuesta por un buen balance de aminodcidos esenciales,
principalmente lisina, aunque se ha informado que es
deficiente en treonina (4). Debido a lo interesante de la
composicién de la proteina, varios investigadores han
estudiado el contenido de fracciones protefnicas en el grano.
Bressani y Garcia Vela (7) informa.on que la distribucién de
proteinas en el grano basada en su solubilidad, era de 20.7%
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de albdminas, 19.2% de globulinas, 2.2% de prolaminas y
49.5% de glutelinas, con una relacién entre globulina y
albimina de 0.95.

Este hallazgo coincidié con investigaciones de Soriano-
Santos y col (8) y Segura-Nieto y col (9) usando harina del
grano de amaranto. Konishi y col (10) hallaron contenidos
altos de albiminas y globulinas pero con una relacién
globulina/albtimina de 1.2 - 2.3. Numerosas investigaciones
en este tema (11- 14), han utilizado diversidad de soluciones
para la extraccion de proteina y siempre se ha encontrado
una mayor porcién de albimina y globulina, seguido de
glutelinas como grupo proteico individual mds importante y
las prolaminas en muy pequeifias cantidades y hasta
consideradas como proteinas de reserva, como se ha indicado
en el caso de los cereales.

Gorinstein y Moshe (12), declaran en su trabajo que el
fraccionamiento proteico y la composicién de aminodcidos del
amaranto es mas comparable a la soya que a los cereales. La
composicién de aminodcidos de las proteinas constituyentes
del grano fue descrita por Barba de la Rosa y colaboradores
(13,14) asf: albimina rica en lisina y valina, globulina rica en
metionina y cisteina; prolamina rica en aminodacidos azufrados
y fenilalanina y, por ultimo, las glutelinas en leucina, treonina
e histidina. En general las glutelinas exhiben la mayor
proporcién de aminodcidos esenciales (2,12).

Recientemente Barba de la Rosa y colaboradores (13,14)
recomendaron una serie de solventes que encontraron dptimos
para la extraccién y caracterizacion de las proteinas de la
semilla entera del amaranto. Sin embargo, todos los estudios
realizados hasta el momento se han hecho con el grano entero
y no con las dos fracciones mas importantes del grano como
son el germen y el perispermo y se ha postulado en el presente
estudio que las fracciones proteicas del germen y perlspermo
son diferentes, como en los cereales. -

Betschart y colaboradores (15) usaron sistemas de
molienda perlado y lograron separar con bastante éxito el
germen del perispermo, confirmdndose luego su éxito
mediante la separacion manual del grano. Una de las
fracciones, el germen, se caracteriza por un alto contenido
de grasa y proteina (2.3 - 2.6 veces mas), vitaminas y
minerales; la otra fraccién, el perispermo se caracteriza por
alto contenido de almidén. Estos autores encontraron que el
contenido de aminodcidos del perispermo era diferente al del
germen. El puntaje quimico fue de 88 para el perispermo y
72 para el germen; sin embargo, el PER del germen fue de
1.83, mientras que el del perispermo fue de 0.62. Estas
diferencias no fueron explicadas, pero sugieren que
posiblemente existian mayores diferencias entre los
aminodcidos escnciales, protefnas constitutivas y su
distribucién entre las dos fracciones fisicas de la semilla.

El objetivo de la presente investigacién fue establecer la
distribucion de las diversas clase de proteinas por sus

caracteristicas de solubilidad en varios solventes, presentes
en las fracciones fisicas del grano de amaranto, el germen y
el perispermo, obtenidas por abrasién y tamizaje.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacién del estudio se utilizé la variedad 84S-
K277 (Rodale) que es un Amaranthus cruentus. La semilla
fue cultivada en Ahuachapan, EI Salvador en 1993 y
almacenada a 5-8°C hasta su utilizacién. De un total de 2000
g, se prepararon 4 submuestras de 500 g cada una. Una de
ellas de grano entero se utiliz6 como muestra control y los
otros 3 se pasaron individualmente por un molino de 3 fases
con un voltaje de 230, 7.8 amperios y 60 ciclos. (Molino #
1050, Lee Engineering Company, Milwaukee, Wisc. USA).
Cada muestra fue pesada antes y después de la molienda y
luego almacenada a 5-8°C hasta el momento de la siguiente
operacion. Esta consisti6 en fraccionar fisicamente la harina
integral del amaranto pasdndola por 4 mallas y pesando lo
retenido en 18, 20, 30, y 40 mesh y la cantidad que pasaba 40
mesh. El agitador eléctrico con las mallas se operé por 15
minutos por lote de 125 g para un total de 500 g de harina.
Cada porcién fue pesada, envasada y almacenada a 5-8°C hasta
la siguiente fase que fue la extraccién y fraccionamiento de la
proteina.

Todas las muestras fueron molidas nuevamente a 40 mesh
para andlisis quimico y fraccionamiento del nitrégeno. Las
muestras fueron analizadas por humedad, grasa y proteina
de acuerdo a los métodos de la AOAC (16).

Previo a la extraccién y fraccionamiento de la proteina,
las muestras fueron primero tratadas con hexano en frio para
remover la grasa por un periodo no menor de 24 horas. Luego
se evapor6 el solvente y las muestras se almacenaron a 5-
8°C. Paralasolubilizacién y fraccionamiento de la proteina,
se utilizé basicamente el método de solubilidad de las
proteinas de Osborne y Mendel en diferentes solventes
secuencialmente en muestras de 1 g de peso repetido 3 veces
por cada muestra. Las proteinas solubles en agua y el
nitrégeno proteico se obtuvieron en extracciones con 10 ml
de agua destilada. Se agit6 por una hora y luego se centrifugé
por 90 minutos. El sobrenadante se colocé en un balén de
25 ml. E] residuo fue extraido dos veces mds con 8§ ml de
agua destilada y los sobrenadantes mezclados y ajustados a
25 ml. El residuo fue utilizado para solubilizar y fraccionar
las globulinas con 10, 8 y 8 ml de solucién 0.17 M de
Na2HPO4 (pH7) y se ajusté el volumen a 25 ml. El residuo
se utilizé para la extraccién de las prolaminas 3 veces con
10, 8 y 8 ml cada vez con 70% de propanol y el volumen se
ajusté a 25 ml y finalmente el residuo fue tratado con 10, 8
y 8 ml de una solucién de 0.1 M 4cido bdrico, con 1% (w/V)
de dodecil sulfato de sodio y 0.6% de 2 mercapto etanol a
un pH de 10 para extraer las glutelinas. El residuo fue luego
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secado y analizado por proteina, asf como los extractos por
¢l método Kjeldahl de 1la AOAC (16). Los extractos también
fueron analizados por su contenido de protefna por el método
de Bradford (17). Los resultado fueron analizados
estadisticamente por andlisis de varianza.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la molienda el grano se recuperé 95.51% de
harina de un peso inicial de 500 g. El fraccionamiento fisico
de las harina did los datos de peso de cada fraccién que se
indican en la Tabla 1.

TABLA 1
Rendimiento de tamizado de las muestra molidas

Mesh Rendimiento %
Retenida en # 18 7.97 +0.97
Retenida en # 20 3432+ 1.19
Retenida en # 30 2451 +0.88
Retenida en # 40 8.69 + 0.37

Pasé # 40

24.52 + 1.00

La distribucién por peso reenido en 18, 20, 30 y 40 mesh
primero aumentd ¢n 20 mesh y luego disminuyé en 30 y 40
mesh. La cantidad que pasé 40 mesh fue del 24.52% del
peso tamizado. De acuerdo a los datos de Betschart y col
(15) quienes usaron el pulidor Strong Scott, informaron de
un rendimiento del 25% de peso original de grano que
llamaron germen/cdscara y 75% que lo llamaron perispermo,
cifras similares a los del presente estudio. Sin embargo,
Konishi y col (10) reportaron valores de 35% de germen y
65% de perispermo.

De acuerdo a los datos de fraccionamiento fisico del
presente estudio, se puede sugerir que la fraccion que pasé
40 mesh con un rendimiento de 24.52% es equivalente a la
fraccién cédscara/germen de Bestchart y col (15), aunque no
es muy seguro sugerir que las cantidades retenidas en 18, 20,
30 y 40 mesh correspondan al perispermo de Bestchart y col
(15). Sanchez-Marroquin y col (18,19) usando un pulidor
Strong Scott y fraccionamiento por tamices de 30 y 60 mesh
informaron valores de 75.8% de perispermo y 22% de cdscara/
germen. La suma de las fracciones fisicas de 18, 20, 30 y 40
mesh del estudio suman 75.5% del peso original de harina,
que podria ser el perispermo. Sin embargo fotografias de las
fracciones mostraron que sélo las fracciones fisicas retenidas
¢n 30 y 40 no mostraban adherido en forma obvia el germen.
La suma de estas dos fracciones fue del 33%.

Con el fin de poder disponer de una mejor caracterizacién
de las fracciones. estas se sometieron a un anlisis quimico
de humedad, grasa y proteina. La Tabla 2 resume los datos.

TABLA 2
Contenido de humedad, grasa y proteina en fracciones de
tamizado de A. cruentus

Muestra Humedad % Grasa % Proteina%  Proteina* %
Grano 11.59+1.08 7.53+0.22 15.78+0.06 18.13+0.20
Retenida

‘en# 18 11.59+0.18 5.19+0.02 1204+ 0.07 10.66+0.16
Retenida
en#20 11.80+0.11 4.29+001 10.51+0.08
Retenida
en# 30 11.70+0.12 234+0.08 9.05+008 9.52+0.10
Retenida
en#40 10.94+0.07 6.40+0.12 1501 +0.14 1556+0.03
Pasé # 40 948+027 16.18+052 26.46+0.07 3045+0.1!1

Harina desgrasada - Se unieron las fracciones retenidas en 18 y 20
mesh.

La humedad varié de 9.48 + 0.27% en la fraccién que
pasé 40 mesh a 11.80+ 0.4% en la fraccion retenida en 20
mesh. No se encontré diferencias estadisticamente
significativas entre repeticiones, pero si entre fracciones a
un p. de 0.05. Con respecto al contenido de lipidos totales,
no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
entre repeticiones pero si entre fracciones. La fraccién que
pasé 40 mesh contenia entre 2 a 7 veces mds lipidos que las
fracciones retenidas en 18, 20, 30 y 40 mesh. Se conoce que
el germen de los cereales es rico en contenido de aceite, lo
que confirma que esta fraccién (que pasé el tamiz de 40 mesh)
es el germen/cdscara del grano de amaranto. La fraccién
retenida en 40 mesh es entre las fracciones de 18,20y 30 1a
de mayor contenido de lipidos, lo que sugiere que contiene
alguna cantidad de germen. Referente al contenido de
proteina, hubo diferencias estadisticamente significativas
entre fracciones aunque no entre repeticiones.

La fraccién fisica que pas6 40 mesh fue la que contenia
la mayor cantidad de proteina, mientras que la fraccién
retenida en 30 mesh fue la que contenia la menor cantidad.
Estos datos se interpretaran en el sentido que la fraccién
retenida en 30 mesh era el perispermo, fraccién rica en
almidén y la fraccidn que pasé 40 mesh, el germen que de
nuevo contiene més proteina que el endospermo en granos,
en particular cereales. Las muestras se observaron por
estereoscopia tomando fotografias de cada fraccion. El anillo
en el grano que es el germen de acuerdo a Irving y col (20)
estaba visualmente ausente en la muestra retenida en 30
mesh en la que se observaba el perispermo, mientras que en
la fraccidn retenida en 40 mesh se vefan porciones de una
estructura amorfa y mds en la fraccién que pasé 40 mesh. La
fracciéon amorfa era probablemente el germen.

La extraccidn y el fraccionamiento de la proteina se llevo
a cabo en muestras desgrasadas con hexano. Como se
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esperaba el contenido de protefna aumentd tanto en el grano
entero como en las fracciones fisicas de la molienda en
muestras sin lipidos (Tabla 2).

Los resultados de la extraccién y fraccionamiento de las
diferentes proteinas y fracciones, establecido por andlisis de
proteina por Kjeldahl se detallan en la Tabla 3.

TABLA 3
Distribucién proteinica en las fracciones fisicas de la molienda del grano de amaranto (%)*

Muestras Soluble en agua Globulina Prolamina Glutelina Residuo Total

Grano 34.10 + 0.64 21.64 +0.16 4.14 + 0.06 25.85+0.13 4.34 +0.09 89.41 +2.02
Retenida en #18/20 26.62 +0.26 26.24 +0.05 346 +0.17 27.89 +0.84 0.70 £ 0.05 84.91 +1.25
Retenida en # 30 22.76 + 0.04 19.59 +0.12 5824007  2249+0.24 045 +0.02 71.13 £0.35
Retenida en # 40 23.50 +£0.22 1564 +0.22 445 +0.09 2496 +0.12 13.81 £+ 0.08 82.35+0.17
Pasé # 40 28.93 + 0.73 26.25 + 0.03 6.23 +0.08 31.17 £0.19 4.57 £0.08 97.15 £ 0.82

* Método Kjeldahl

El andlisis de varianza no encontr6 diferencias estadisticas
significativas entre repeticiones pero si encontré diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05) entre fracciones
proteinicas y residuo entre fracciones fisicas o harinas. La
comparacién que interesa es la distribucién de proteina en la
fraccién retenida en 30 mesh (supuestamente perispermo) con
lo que pasé el mesh 40 (supuestamente germen). Esta
comparacién muestra que la fraccion fisica germen contiene
mayor cantidad de proteina soluble en agua, globulina,
prolamina y glutelina que la fraccién fisica perispermo. Es
de interés indicar que el total extraido y recuperado fue del
71.1% para la fraccidn retenida en 30 mesh, el perispermo y
97.1% para el germen lo cual puede explicar la diferencia.
Si se asume una recuperacién igual para las dos fracciones
fisicas la distribucién proteinica entre perispermo y germen
es similar.

Bestchart y col (15) informaron que el puntaje quimico
en aminodcidos de la fraccién fisica perispermo era
ligeramente superior al puntaje quimico del germen, sin
embargo el PER fue mejor para la proteina del germen que
para la proteina del perispermo. Lo cual fue atribuido a una
baja biodisponibilidad de los aminodcidos del perispermo.

Esto dltimo podria estar también asociado a la baja
solubilidad o reducida extraccién de las proteinas del
perispermo de acuerdo a los resultado presentados.

La distribucién de las proteinas entre las diferentes
fracciones fisicas medida por el método de Bradford, di6 un
patrén similar al utilizar el método micro Kjeldahl, aunque
en bases absolutas los valores més bajos, lo cual se
evidencian en la cantidad total recuperada que fue menor
que al usar el Kjeldahl (Tabla 4).

_TABLA 4
Distribucién proteinica en las fracciones fisicas de la molienda del grano de amaranto (%)*

Muestras Soluble en agua Globulina Prolamina Glutelina Residuo Total

Grano 28.55 + 0.21 19.44 + 0.09 0.59 +0.01 2471 £0.09 4.34 +0.07 77.63 +0.25
Retenida en #18/20 2449 +0.19 21.52 £0.26 0.52+0.01 20.01 +0.21 0.70 £ 0.05 67.24 + 0.20
Retenida en # 30 17.33+0.28 12.50 +£ 0.30 0.85+0.03 1627 +0.07 0.45 +0.02 47.40 +0.11
Retenida en # 40 1571 £ 0.20 13.64 £ 0.16 073 +£0.02 21.52+0.21 13.81 £ 0.08 65.41 £0.33
Pasé # 40 20.19 + 0.12 2451 £0.22 0.95+0.03 28.63+0.11 4.57 + 0.08 78.57 £ 0.27

* Método Bradford

Es de interés mencionar que la recuperacion de la fraccién
retenida en mesh 30 fue baja para los dos métodos de
evaluacién de la proteina. Aunque podria ser una interferencia
por el hexano como fue sugerido por Segura-Nieto y col (8),
también puede ser debido a la estructura del perispermo que
se caracteriza por un alto contenido de almidén en células
pequefias y compactas protegiendo de esa manera las
estructuras protefnicas.

Evaluaciones biolégicas en amaranto han mostrado que
la calidad nutritiva de su proteina se muestra cuando el grano
es procesado (21). No ha habido explicacién confirmada. Se
ta indicado que es debido a presencia de inhibidores, pero
también podria ser biodisponibilidad limitada en grano crudo
debido al granulo compacto del almidén.

Con el fin de tener una mejor comparacién entre la
distribucién de las proteinas en el grano entero, en el
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«perispermo» y el «germen» por los dos métodos de anélisis
de protefna, se calcul6 la cantidad de cada fraccién en base
al total soluble. Como se puede observar en la Tabla 5 la
distribucién del contenido de las proteinas solubles en agua,
de globulinas y glutelinas en las 3 muestras fisicas fueron
similares usando el método de Bradford en comparacién con
el Kjeldahl no asf en prolaminas.

TABLA 5
Distribucién proteinica en el grano, «perispermo»
y «germen» de A. cruentus de acuerdo con el método
de andlisis de proteina (% del total solubilizado)

Muestra  Solubleen Globulina Prolamina  Glutelina Alb +Glo/
agua Glu

Bradford

Grano 39.07 26.30 0.83 33.80 1.9/1

Perispermo  37.11 26.20 175 34.94 1.8/1

Germen 27.33 33.05 1.28 38.34 1.6/1
Kjeldahl

Grano 39.24 25.08 482 30.23 2.1/71

Perispermo ~ 32.54 28.11 8.28 31.02 1971

Germen 30.71 28.57 6.79 3393 1771

Los datos del estudio concuerdan con los de Gorinstein y
col (12) quienes indicaron que las prolaminas representan el
1% de las proteinas del grano de amaranto.

Los resultados de esta investigacion indican que no existen
grandes diferencias en la distribucién de protefnas entre la
fraccién morfoldgica perispermo y germen lo cual es la razén
de la similitud de los patrones de aminoécidos en las dos
fracciones fisicas como fuera indicado por Bestchart y col.
(15). Ladistribucién de proteinas en el perispermo del grano
de A. cruentus es muy diferente a que lo que se ha informado
para los cereales, en los cuales las prolaminas son las proteinas
més abundantes en la proteina del endospermo. La
distribucién de las proteinas del germen de los cereales es
sin embargo, similar a las del germen del amaranto.
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